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1 UVOD 
 
Črna detelja (Trifolium pratense L.) je pomembna krmna rastlina, prilagojena različnim 
okoljem in različnim tipom zemlje. Sposobna je vezave dušika ob pomoči simbiotskih 
bakterij Rhizobium sp., zato na travnikih zmanjšuje potrebo po gnojenju z dušikom. V 
poljedelstvu je pomembna zaradi visokega pridelka zelene biomase (Smith in sod., 1985),  
visoke vsebnosti beljakovin, rudninskih snovi in vitaminov. Je odlična paša ali krma za 
govedo (Korošec, 1998). Kot krma izboljšuje prebavo in absorpcijo hranilnih snovi 
(Kramberger, 2014). Po ljudskem izročilu so se listi črne detelje uporabljali pri zdravljenju 
različnih bolezni, kot so astma, oslovski kašelj, ekcemi, rak (Krähmer in sod., 2013). V 
zadnjem času pa se črna detelja zaradi vsebnosti fitoestrogenskih sekundarnih metabolitov 
– izoflavonov uporablja pri zdravljenju s starostjo povezanih hormonsko odvisnih bolezni, 
npr. za lajšanje menopavznih simptomov pri ženskah (Hidalgo in sod., 2005), zdravljenje 
osteoporoze (Occhiuto in sod., 2007), kardiovaskularnih bolezni (Atkinson in sod., 2004), 
raka (Fritz in sod., 2013), luskavice in izpuščajev (Inbaraj in Chen, 2013).  
 
Zgodovina pridelave črne detelje ima v Sloveniji večstoletno tradicijo. S pomočjo naravne 
selekcije so se v preteklosti razvili številni ekotipi, prilagojeni na različne rastne razmere 
(Korošec, 1998). Še posebej sta bili znani štajerska in kranjska njivska črna detelja zaradi 
odpornosti proti boleznim, trpežnosti in visokega pridelka zelinja. Zaradi številnih 
pozitivnih lastnosti slovenskih ekotipov, se je velike količine semena domače njivske črne 
detelje izvažalo. Načrtno zbiranje genskih virov črne detelje se je pričelo že med 2. 
svetovno vojno, vendar se takratni genski viri niso ohranili. Konec 50-ih let so v Sloveniji 
pričeli z žlahtnjenjem njivske črne detelje. V 70-ih letih je bila priznana prva slovenska 
sorta 'Poljanka', ki je v pridelavi še danes. V zadnjih letih se zaradi številnih pozitivnih 
lastnosti črne detelje pridelovalne površine povečujejo. Zaradi ukrepov kmetijsko-
okoljsko-podnebnih plačil lahko pričakujemo, da se bodo površine namenjene pridelavi še 
povečale (Poklukar in sod., 2017). V letu 2016 se je v Sloveniji zeleno krmo pridelovalo na 
54212 ha zemljišč. Od tega je bilo 4863 ha detelj, kar predstavlja 2,89 % površin njivskih 
posevkov, in 14137 ha travnodeteljnih in deteljnotravnih mešanic, kar predstavlja 8,40 % 
površin njivskih posevkov (Površina …, 2017). V letu 2016 so bile v Sortno listo poljščin, 
zelenjadnic, sadnih rastlin in trt vpisane sorte 'Poljanka', 'Zoja' in 'Global' (Sortna lista …, 
2016). Zaradi povečevanja uporabe črne detelje bo v sortiment kmalu potrebo dodati še 
kakšno novo sorto.  
 
S poznavanjem genetske raznolikosti lahko določimo najbolj obetavne genske vire in 
lastnosti za žlahtnjenje novih sort. Raznolik genetski material nam omogoča, da pridobimo 
nove sorte, ki so prilagojene na naše rastne razmere, odporne proti škodljivcem in/ali 
boleznim ter imajo večjo krmno vrednost (Charmet in sod., 2014). Z informacijo o 
genetski raznolikosti lahko zmanjšamo tveganje za izgubo pomembnih genotipov (Verbič 
in Meglič, 2012). Raznolik material je predpogoj za uspešno žlahtnjenje, hkrati pa mora 
biti raznolikost dobro opisana (Meglič in sod., 2013). Izvorni material za žlahtnjenje mora 
biti prilagojen na okoljske razmere.  
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Ker črna detelja velja za bogat vir sekundarnih metabolitov – izoflavonov, bi bila lahko 
vsebnost le-teh potencialna lastnost pri žlahtnjenju z namenom uporabe v nutricistiki ali 
farmacevtiki. Visoke vsebnosti izoflavonov pa so lahko v prehrani manjših 
prežvekovalcev, kot so ovce, nezaželene, saj povzročijo reproduktivne težave. V Avstraliji 
so komercialno že na voljo sorte z nizko vsebnostjo izoflavonov za krmo in sorte z visoko 
vsebnostjo izoflavonov za uporabo v farmaciji (Rumball in sod., 2004). Na skupno 
vsebnost in profil izoflavonov vpliva faza rasti med žetvijo (Gikas in sod., 2008), del 
rastline (Tsao in sod., 2006), genetsko ozadje, letni čas (Ramos in sod., 2012), metoda 
vzorčenja, ravnanje z rastlino po žetvi (Ramos in sod., 2008) in biotski ter abiotski stres 
(Booth in sod., 2006). Vsebnost in profil izoflavonov lahko določimo s tekočinsko 
kromatografijo visoke ločljivosti in z masno spektrometrijo (Taujenis in sod., 2015). 
 
1.1 CILJI RAZISKOVALNEGA DELA 
 
Prvi cilj raziskovalnega dela je bil opredelitev genetske in morfološke raznolikosti 
slovenskih genskih virov črne detelje iz SRGB. V raziskavo smo vključili večje število 
genskih virov kot v predhodnih raziskavah in večje število morfoloških markerjev. Drugi 
cilj je bil vpeljava metode tekočinske kromatografije visoke ločljivosti sklopljene z masno 
spektrometrijo (HPLC-MS/MS) za določitev vsebnosti in profila izoflavonov pri izbranih 
genskih virih, ki je vključevala optimizacijo priprave vzorcev in optimizacijo ekstrakcije. 
  
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 
V sklopu naloge smo izdelali naslednje hipoteze: 
 
 Med in znotraj genskimi viri črne detelje obstaja velika genetska in morfološka 
raznolikost.  
 Pri genskih virih, ki izvirajo iz prostorsko ločenih lokacij, se bo zaradi omejenega 
pretoka genov razvila drugačna genetska in morfološka raznolikost. Domnevamo, 
da bo diferenciacija geografsko ločenih genskih virov statistično značilna.  
 Med posameznimi genskimi viri se bosta vsebnost in profil izoflavonov 
razlikovala.  
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 OSNOVNE ZNAČILNOSTI ČRNE DETELJE 
 
2.1.1 Botanična klasifikacija, izvor in razširjenost 
 
Črno deteljo (Trifolium pratense L.) uvrščamo v rod Trifolium, ki pripada družini metuljnic 
(Fabaceae), redu stročnic (Fabales), razredu dvokaličnic (Dicotyledonae), pododdelku 
kritosemenk (Angiospermae) in oddelku semenovk (Spermatophyta). Rod Trifolium 
obsega približno 255 vrst (Ellison in sod., 2006). Botanično lahko razlikujemo štiri 
varietete črne detelje in sicer samoniklo oziroma divjo travniško črno deteljo (T. pratense 
var. pratense), gojeno ali njivsko črno deteljo (T. pratense var. sativum), trpežno travniško 
ali večletno centralnoalpsko črno deteljo (T. pratense var. perenne) in ameriško ali špansko 
črno deteljo (T. pratense var. expansum, T. pratense var. americanum) (Korošec, 1998). 
 
Črna detelja izvira iz Male Azije in jugovzhodne Evrope. V 16. stoletju se je pričela širiti v 
Srednjo Evropo, kjer je v drugi polovici 18. stoletja postala gospodarsko zelo pomembna 
zaradi uvedbe v štiriletni kolobar (Korošec, 1998). Najdemo jo v nižinah ter vse do 
alpskega pasu v Evropi, v večjem delu Azije, Severne Amerike, Severne Afrike, Avstralije 
in Nove Zelandije (Seliškar in Wraber, 1986).  
 
Pri nas pridelujemo njivsko črno deteljo zgodnjega ali srednje zgodnjega tipa. Zaradi 
raznolikih rastnih razmer so se s pomočjo naravne selekcije izoblikovali številni ekotipi, ki 
so prilagojeni različnim rastnim razmeram (Korošec, 1998).   
 
2.1.2 Rastne razmere in vpliv na tla 
 
Črna detelja je trajnica, vendar jo zaradi slabše odpornosti proti različnim boleznim in 
škodljivcem gojimo le od 2 do 3 leta (Korošec, 1998). Raste na različnih tipih tal, ki so 
najpogosteje sveža ali vlažna, zmerno kisla do bazična. Občutljiva je na nizke zimske 
temperature ter na spomladansko zmrzal (Seliškar in Wraber, 1986). Odpornost proti 
nizkim temperaturam ali mrazu brez snega je genetsko pogojena. Najbolje uspeva v 
vlažnem ali polvlažnem zmerno toplem podnebju. Za rast potrebuje veliko vode, zato 
dobro uspeva na območjih, kjer pade več kot 800 mm padavin na leto. Črna detelja zaradi 
sposobnosti biološke fiksacije dušika ugodno vpliva na rodovitnost tal. V dveh letih lahko 
obogati hektar tal tudi z do 350 kg dušika (Korošec, 1998). 
 
2.1.3 Morfološke lastnosti 
 
Črna detelja je prizemna rušnata trajnica z dlakavimi in visokimi polnimi stebli. Ima trojne, 
narobe jajčaste ali srčaste liste, ki so na spodnjem delu dlakavi, na zgornjem delu pa goli. 
Spodnji listi imajo daljše peclje, zgornji pa krajše. Listi imajo na zgornji strani belo-sive 
pege oziroma listne pege. Največ listov ima v vegetativni fazi rasti do cvetenja (slika 1). 
Stebla se pri detelji močno razraščajo, število stebel pa je sortna lastnost, zato med sortami 
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oziroma genotipi močno niha. Stebla so zeljasta do brstenja, dlakava, kolenčasta in delno 
votla. Socvetja so glavičasta in obdana s podpornimi listi (Korošec, 1998).  
 
 
Slika 1: Črna detelja v vegetativni fazi rasti 
 
Eno socvetje sestavlja od 90 do 120 cvetov. Vsako socvetje cveti od 7 do 8 dni (Korošec, 
1998), od maja do oktobra (Seliškar in Wraber, 1986). Korenine so vretenaste, razvejene in 
imajo močno glavno korenino. Na njej se razvijejo gomoljčki s simbiotsko bakterijo 
Rhizobium sp., ki iz zraka vežejo dušik. Seme črne detelje je podolgovato okrogle oblike, 
rumeno vijoličaste do bledo rumene barve (Korošec, 1998). 
 
2.1.4 Krmna vrednost  
 
Črno deteljo uporabljamo kot zeleno krmo, mrvo ali silažo. Listi vsebujejo veliko 
beljakovin in rudninskih snovi. Seno je bogato s kalcijem in kalijem, manj pa ima fosforja 
in železa. Vsebuje veliko vitamina C in vitamina A. Zaradi velike količine celuloze 
zmanjšuje prebavljivost (Korošec, 1998). 
 
Črna detelja vsebuje tudi številne izoflavone, ki so podrobno opisani v poglavju 2.4. 
 
2.2 GENSKI VIRI IN SORTE ČRNE DETELJE 
 
V okviru Slovenske rastlinske genske banke (SRGB) se zbirajo, vrednotijo in hranijo 
genski viri kmetijskih rastlin (Meglič in sod., 2013). Zbrani genski viri imajo mnoge 
lastnosti, ki jih lahko uporabimo pri žlahtnjenju novih sort, v raziskovalne namene ali za 
neposreden prenos v pridelovanje (Luthar in sod., 2012). V SRGB hranijo več kot 3200 
genskih virov poljščin, zrnatih stročnic, zelenjadnic in krmnih rastlin, med katerimi so tudi 
genski viri črne detelje. Zbranih je 114 genskih virov črne detelje, od tega jih Kmetijski 
inštitut Slovenije hrani 63, Biotehniška fakulteta Univerze v Ljubljani pa 51. Načrtno 
zbiranje genskih virov, ki se hranijo v SRGB, se je pričelo zbirati in hraniti leta 1993 
(Število ekotipov…, 2017). Zbirali so se na prostorsko izoliranih lokacijah s časovno 
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dolgim selekcijskim pritiskom, kjer ni bilo možnosti izmenjave genetskega materiala (Čop, 
2012). 
 
V Sloveniji so v Sortno listo poljščin, zelenjadnic, sadnih rastlin in trt vpisane sorte črne 
detelje 'Poljanka', 'Zoja' in 'Global' (Sortna lista…, 2016). Podatki o nekaterih slovenskih 
genskih virih iz SRGB so vključeni v evropsko podatkovno zbirko genskih virov 
EURISCO, ki vsebuje 9397 podatkov o genskih virih črne detelje (EURISCO …, 2017). 
 
2.3 UPORABA MORFOLOŠKIH IN MOLEKULSKIH MARKERJEV ZA 
VREDNOTENJE RAZNOLIKOSTI  
 
2.3.1 Morfološki markerji 
 
Prvi korak pri uspešnem žlahtnjenju je morfološka karakterizacija, s katero dobimo 
osnovno informacijo o raznolikosti. Pri opisu in razvrščanju genskih virov lahko odkrijemo 
zanimive lastnosti, ki jih lahko uporabimo pri samem žlahtnjenju, z ohranjanjem le-teh pa 
preprečimo, da bi se lastnosti porazgubile (Greene in sod., 2004).  
 
Morfološke markerje so že od nekdaj uporabljali za vrednotenje raznolikosti pri 
žlahtnjenju rastlin. Ocenjevali so vidne lastnosti, kot so oblika lista, dolžina stebel, višina 
rastline in podobno. Vendar pa je bila uporaba morfoloških markerjev omejena, saj mnoge 
lastnosti niso povezane s pomembnimi ekonomskimi lastnostmi, prav tako pa je žlahtnjenje 
z uporabo morfoloških markerjev dolgotrajno (Greene in sod., 2004).  
 
2.3.1.1 Morfološki markerji pri črni detelji 
 
Številni avtorji so z uporabo morfoloških markerjev analizirali različne sorte, krajevne 
populacije in divje sorodnike črne detelje. V študiji, ki so jo izvedli Greene in sod. (2004), 
so pri ocenjevanju 15 morfoloških znakov 33 populacij s Kavkaza ugotovili, da je 
morfološka variabilnost posledica okoljskih razmer. Asci (2011), Dias in sod. (2008) in 
Tucak in sod. (2009) ugotavljajo, da se med genskimi viri črne detelje in znotraj njih za vse 
morfološke znake (površina lista, tip rasti, masa rastline, trpežnost, velikost rastline, čas 
cvetenja, …) pojavlja velika morfološka raznolikost. Dias in sod. (2008) so v svoji študiji 
ugotovili pozitivno povezanost višine rastline s količino pridelka. Rastline z večjimi listi 
zacvetijo kasneje. Rastline, ki zacvetijo prej, imajo večje cvetove. Če rastline intenzivno 
cvetijo, so manj trpežne (Dias in sod., 2008). Pagnotta in sod. (2011) poročajo o 
neskladnosti informacij, pridobljenih z morfološkimi in molekulskimi markerji. Razlogov 
za to je lahko več. Morfološki markerji ne pokrivajo celotnega genoma, genski viri pa so se 
prilagodili na okolja v katerih rastejo. Nekatere morfološke lastnosti so lahko rezultat 
večjega števila genov, genetsko oddaljeni genski viri pa imajo lahko podoben fenotip.  
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2.3.2 Molekulski markerji 
 
Z molekulskimi markerji določamo polimorfizme na izbranih DNA-regijah. Razdelimo jih 
v dve skupini. V prvo skupino spadajo markerji, ki temeljijo na hibridizaciji, v drugo 
skupino pa markerji, ki temeljijo na verižni reakciji s polimerazo (PCR). Idealni 
molekulski marker mora biti visoko polimorfen, kodominanten, enakomerno porazdeljen 
po genomu, neodvisen od okoljskih razmer, hiter in enostaven za detekcijo, visoko 
reproducibilen in ponovljiv med laboratoriji (Mishra Kundan in sod., 2014).  
 
2.3.2.1 Mikrosateliti 
 
Mikrosateliti so kratka, ponavljajoča zaporedja dolžine od 1 do 6 baznih parov. 
Polimorfizmi mikrosatelitov temeljijo na različnem številu ponovitev osnovnega motiva. 
Delimo jih na popolne, nepopolne in sestavljene. Pri popolnih se ponavlja le osnovni 
motiv, nepopolni mikrosateliti so prekinjeni s krajšo insercijo, sestavljeni pa imajo dva ali 
več različnih tipov ponovitev (Štajner, 2010). So kodominantne narave, zelo zanesljivi in 
razširjeni po celotnem genomu. Zaporedja, ki jih obdajajo so ohranjena, zato so primerna 
za načrtovanje začetnih oligonukleotidov s pripravo genomske knjižnice in sekvenciranjem 
segmentov genoma. Nekatere sekvence so že znane in objavljene v podatkovnih bazah, kar 
olajša njihovo načrtovanje. Začetni oligonukleotidi obsegajo od 17 do 22 baznih parov 
(Kole in Abott, 2008). Polimorfizmi so posledica različnih dolžin oziroma različnega 
števila ponovljenih motivov (Štajner, 2010). Z verižno reakcijo s polimerazo mikrosatelite 
pomnožimo in jih ločimo na gelu. S fluorimetrijo, avtoradiografijo ali z barvanjem z 
etidijevim bromidom detektiramo pomnožene mikrosatelitne alele. Eden izmed možnih 
načinov določitve dolžine produktov verižne reakcije s polimerazo je ugnezditvena verižna 
reakcija s polimerazo in kasnejša elektroforeza z laserskim detekcijskim sistemom 
(Schuelke, 2000). 
 
Najpogostejši vzrok za variabilnost mikrosatelitov je lahko zdrs DNA-polimeraze, pri 
kateri DNA-veriga disociira in se veže na drugo mesto. Pride do napak pri parjenju baz in 
nadaljnjega podaljševanja, kar vodi do povečanega števila ponovitev. Nepravilno parjenje 
matrične verige vodi v nastanek zanke ter v zmanjšano število ponovitev. Visoka stopnja 
mutacije mikrosatelitov je lahko posledica napak med rekombinacijo ali neenakega 
prekrižanja. Število mutacij narašča s številom ponovitev. Pri dinukleotidnih ponovitvah je 
večja možnost za mutacije kot pri daljših motivih, saj imajo večjo disociacijsko energijo in 
težje tvorijo zanko. Lokusi, ki imajo večje število ponovitev so bolj polimorfni. Točkovne 
mutacije in druge prekinitve znotraj ponovitev povečajo stabilnost lokusa in zmanjšajo 
možnosti za zdrs polimeraze (Oliveira in sod., 2006). 
 
Pri mikrosatelitnih markerjih lahko pride do pojava ničelnih alelov. V obdajajočih regijah 
mikrosatelita pride do mutacij, kot so insercije, delecije ali substitucije. Začetni 
oligonukleotid se ne prileže, zato pridobimo napačno informacijo o deležu heterozigotov 
(Callen in sod., 1993). 
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Mikrosatelitni markerji so se kot markerji uporabili pri študijah raznolikosti plazeče detelje 
(George in sod., 2006), pri navadnem fižolu (Maras in sod., 2008), lucerni (Falahati-
Ambaran in sod., 2007) in pri mnogih drugih rastlinskih vrstah. 
 
2.3.2.2 Molekulski markerji v študijah raznolikosti črne detelje 
 
Za preučevanje genetske raznolikosti pri črni detelji so se uporabljali markerji RAPD 
(Campos de Quiroz in Ortega Klose, 2001), markerji AFLP (Herrmann in sod., 2005) in 
mikrosatelitni molekulski markerji (Dias in sod., 2008; Pagnotta in sod., 2011). Z markerji 
RAPD sta avtorja Campos de Quiroz in Ortega Klose (2001) z analizo AMOVA potrdila 
veliko znotraj-populacijsko variabilnost (75,7 %) in manjšo med-populacijsko variabilnost 
(24,3 %). Z dominantnimi markerji AFLP so Hermann in sod. (2005) raziskovali genetsko 
raznolikost pri krajevnih populacijah, sortah ter pri divjih sorodnikih. Največji delež 
raznolikosti je bil znotraj populacij (68 %), med posameznimi populacijam pa so največjo 
raznolikost odkrili pri divjih sorodnikih. Na samo genetsko raznolikost divjih sorodnikov 
je najbolj vplivala lokacija zbiranja, na nizko med-populacijsko raznolikost pa lahko vpliva 
gojenje črne detelje.  
 
Z mikrosatelitnimi molekulskimi markerji je zaradi njihove kodominantne narave možno 
odkrivati večje stopnje polimorfizmov. Dias in sod. (2008) so ocenjevali raznolikost 80 
sort, krajevnih populacij, divjih sorodnikov in populacij neznanega izvora iz 35 držav, ki 
jih hrani NPSG-USDA. Potrdili so študije predhodnih markerskih sistemov, in sicer da je 
največji delež raznolikosti pri črni detelji znotraj populacij (83,6 %). Populacijski efekt pa 
je pojasnil samo 16,4 % celotne variabilnosti. Posledica nizke med-populacijske 
raznolikosti je, da se populacije med seboj težko razlikuje. Genetska raznolikost je bila pri 
nekaterih sortah višja kot pri divjih sorodnikih in krajevnih populacijah.  
 
Dugar in Popov (2013) sta pri 16 ukrajinskih sortah črne detelje z analizo AMOVA 
največjo raznolikost določila znotraj populacij (68,5 %), med populacijami pa je 
raznolikost nizka (6,9 %). Pričakovana heterozigotnost mikrosatelitnih lokusov je znašala 
0,71 ± 0,06. 
 
V letu 2013 je na Kmetijskem inštitutu Slovenije in na Biotehniški fakulteti potekala 
raziskava o genetski in morfološki raznolikosti črne detelje (Meglič in sod., 2013). V 
študijo so bili vključeni genski viri iz Slovenske rastlinske genske banke (SRGB), ki 
izvirajo iz različnih lokacij v Sloveniji. Z mikrosatelitnimi markerji so ovrednotili 
raznolikost 15 genskih virov iz SRGB. Znotraj vsake populacije so analizirali 8 rastlin na 9 
mikrosatelitnih lokusih. Rezultati so pokazali veliko genetsko raznolikost črne detelje iz 
SRGB in učinkovit pretok genov med njimi, razen na območjih, kjer je bil zaradi 
specifičnih prostorskih razmer pretok genov omejen. Tudi rezultati morfološke 
karakterizacije so pokazali veliko variabilnost med proučevanimi genotipi, ugotovili pa so 
da obstaja povezava med tipom rasti in nadmorsko višino. 
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2.4 IZOFLAVONI 
 
2.4.1 Biološka vloga izoflavonov 
 
Izoflavoni sodijo v skupino polifenolov, kamor uvrščamo tudi flavonoide, flavone in 
flavonole. Imajo pomembno vlogo pri zaščiti rastline pred UV-sevanjem, nodulaciji in 
obrambi rastline. Izoflavone najdemo samo pri nekaterih vrstah iz družine metuljnic (Bucar 
in sod., 2013), kot so soja, črna detelja, čičerika, fižol, leča in arašidi. Imajo pomembno 
vlogo pri simbiozi mikroorganizmov s stročnicami. So signalne molekule v zgodnji fazi 
fiksacije dušika. Rastlina skozi korenine izloča izoflavone in s tem vpliva na protein 
NodD, ki sproži biosintezo bakterijskih nodulacijskih signalov – lipohitinskih 
oligosaharidov (Sugiyama in sod., 2007). Kot odgovor na signale pride do morfoloških 
sprememb na koreninskih laskih, kjer se tvorijo noduli (Aoki in sod., 2000). Izoflavoni 
sodelujejo tudi pri transportu avksina v rastlinah (Grunewald in sod., 2009). 
 
2.4.2 Kemijske lastnosti izoflavonov in biosinteza 
 
Biosinteza izoflavonov poteka po fenilpropanoidni poti. Flavanon se pretvori v izoflavon z 
encimoma 2-hidroksiizoflavanon sintazo in 2-hidroksiizoflavanon dehidrazo. Strukturna 
raznolikost samih izoflavonov temelji na hidroksi-, metoksi-, metilendioksi- ali prenilnimi 
skupinami (Bucar, 2013). Oblika izoflavonov je pomembna zaradi biodostopnosti in 
bioaktivnosti izoflavonov (Taujenis in sod., 2015). Aglikoni se v tankem črevesu s pasivno 
difuzijo absorbirajo v kri. Glukozide pa črevesne bakterije ali hidrolizirajo z β-glukozidazo 
ali pa s črevesnimi hidrolazami. Do hidrolize glukozidov lahko pride med ekstrakcijo ali pa 
preko prebave v črevesju živali oziroma zaradi bakterij v črevesju ljudi (Rostagno in sod., 
2009).  
 
Daidzein in genistein sta izhodni molekuli, ki se metabolizirata v številne specifične 
metabolite, vključno z ekvolom (Wu in sod., 2003). Daidzin je 7-O-glukozid daidzeina, 
genistin pa je 7-glukozid genisteina. Biohanin A je genistein 4-metileter, formononetin pa 
4'-O-metildaidzein. Ononin je 7-O-glukozid formononetina, prunetin pa je O-metiliran 
izoflavon (slika 2). Formononetin in biohanin A se v črevesju absorbirata veliko hitreje kot 
glukozida daidzein in genistein (Lipovac in sod., 2015).  
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Slika 2: Kemijska struktura izoflavonov (cit. po Sigma-Aldrich, 2017)  
 
2.4.3 Izoflavoni v farmacevtiki 
 
Dokazano je, da izoflavoni zmanjšujejo tveganje za razvoj kardiovaskularnih bolezni 
(Atkinson in sod., 2004), osteoporoze (Occhiuto in sod., 2007), raka na dojki in prostati 
(Fritz in sod., 2013). Rastlinski izoflavoni se v zadnjem času omenjajo kot nadomestna 
hormonska terapija pri lajšanju težav menopavze, saj delujejo kot selektivni estrogenski 
receptorski modulatorji (Geller in Stundee, 2007). Strukturno so podobni endogenemu 
steroidnemu hormonu 17β-estradiolu. Skupna struktura je hidroksilna skupina in fenolni 
obroč. Položaj hidroksilne skupine omogoča vezavo na estrogenski receptor (ER)-β ali 
(ER)-α, le-ta pa aktivira transkripcijo (Kuiper in sod., 1997). Izoflavoni so lahko tudi 
endokrini motilci, lahko pospešijo razvoj raka na dojki ali povzročijo reproduktivne težave 
(Sirotkin in Harrath, 2014). 
 
2.4.4 Krma in izoflavoni 
 
Pri govedu in drobnici se lahko pri krmi, ki vsebuje veliko fitoestrogenov, pričnejo 
pojavljati reproduktivne težave. Ovce najpogosteje izgubijo embrio in so začasno 
neplodne. Pri predolgi izpostavljenosti estrogenski krmi lahko postanejo tudi trajno 
neplodne. Pri govedu prevelika vsebnost izoflavonov preprečuje ovulacijo in lahko 
povzroči nastanek cist na jajčnikih (Adams, 1995). Pri prežvekovalcih se izoflavoni 
absorbirajo ali pa jih razgradijo mikroorganizmi v vampu. Ko se mikroorganizmi v vampu 
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prilagodijo na krmo z genisteinom in biohaninom A, jih v 7–12 dneh pretvorijo v 
neestrogenske fenole. Formononetin in daidzein se demetilirata v estrogen oziroma ekvol 
in se izločita v urinu (Cox, 1974).  
 
2.4.5 Izoflavoni v črni detelji 
 
Črna detelja vsebuje visoke vsebnosti biohanina A in formononetina, ki sta metilirana 
derivata genisteina in daidzeina. Vsebuje pa tudi genistin, daidzin, prunetin, 
psevdobaptigenin, kalkikozin, irilon, sisotrin, pratensein, glicitin in glicitein (Booth in sod., 
2006; Andres in sod., 2015; Gikas in sod., 2008). 
 
Zaradi velike genetske raznolikosti in okoljskih dejavnikov je vsebnost izoflavonov med 
posameznimi genskimi viri črne detelje zelo različna (Sivesind in Seguin, 2006). Vsebnost 
izoflavonov je pri žlahtnjenju črne detelje pomembna lastnost pri selekciji, saj lahko 
genske vire z večjo vsebnostjo izoflavonov uporabimo v farmacevtski industriji. Genski 
viri z manjšo vsebnostjo izoflavonov so primerni za krmo (Ramos in sod., 2012). 
Žlahtnjenje v smeri odpornosti proti boleznim in škodljivcem lahko posredno vpliva na 
vsebnost izoflavonov, saj nekateri fitoaleksini pomagajo pri odpornosti proti patogenom 
(Dixon, 2001). 
 
Izoflavoni v črni detelji niso enakomerno razporejeni. Njihova vsebnost je odvisna od vrste 
tkiva, biotskih, abiotskih in genetskih faktorjev (Bucar, 2013). Papadopoulos in sod. (2006) 
so preučevali raznolikost povezano z vsebnostjo različnih genskih virov v črni detelji. V 
fazi pred cvetenjem in v fazi po cvetenju so določili največjo povprečno vsebnost 
formononetina (7,91 mg/g SS) in biohanina A (4,40 mg/g SS). Heritabilnost za vsebnost 
izoflavonov pri 13 sortah in populacijah se je gibala med 0 in 83 %. Avtorji ugotavljajo, da 
lahko kar 50 % variabilnosti vsebnosti formononetina in biohanina A pripišemo genetskim 
dejavnikom. Razlog je povezan z visokimi koncentracijami formononetina in biohanina A 
v obravnavanih sortah in populacijah črne detelje. Poleg tega sta genistein in daidzein 
prekurzorja za preostale izoflavone, njun genetski sklad pa je omejen. Med diploidnimi in 
tetraploidnimi kultivarji Tsao in sod. (2006) ter Ramos in sod. (2012) niso odkrili 
statistično značilnih razlik pri vsebnosti izoflavonov.  
 
Gikas in sod. (2008) ter Ramos in sod. (2012) poročajo, da se največ izoflavonov pojavlja 
v vegetativni fazi rasti, najmanj pa v fazi cvetenja. Medtem ko Tsao in sod. (2006) 
ugotavljajo, da je največ izoflavonov na koncu cvetenja, veliko manj pa v fazi tik pred 
cvetenjem. Vsebnost izoflavonov je v listih največja, sledijo stebla in pecelj, najmanj 
izoflavonov pa je v cvetovih (Wu in sod., 2003). Na vsebnost izoflavonov vpliva tudi 
rastna sezona, dostopnost hranil, rodovitnost zemlje, fotoperioda sončne svetlobe, vreme, 
geografska lokacija (Ramos in sod., 2012), relativna vlažnost, temperatura, UV- svetloba 
in čas shranjevanja vzorcev pred ekstrakcijo (Rostagno in sod., 2009).  
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2.4.6 Določanje izoflavonov v črni detelji 
 
Postopek za določanje izoflavonov v rastlinskem materialu črne detelje je sestavljen iz 
vzorčenja, shranjevanja vzorca, priprave vzorca za ekstrakcijo, ekstrakcije izoflavonov in 
analize (slika 3). 
 
 
Slika 3: Postopek priprave vzorca za določitev izoflavonov črne detelje 
 
Na vsebnost glukozidnih in malonilglukozidnih izoflavonov vpliva žetev rastline in kako je 
rastlinski material shranjen do analize (Tsao in sod., 2006). Ob žetvi pride do poškodbe 
rastline in s tem do hidrolize glukozidov z encimom β-glukozidazo. Možna kemijska 
sprememba v strukturi izoflavonov pa je tudi dekarboksilacija malonil glukozidov v acetil 
glukozide (Rostagno in sod., 2009). Swinny in Ryan (2005) sta vzorce črne detelje z 
namenom preprečitve hidrolize hitro prenesla v sušilnik, ali jih zamrznila v tekočem 
dušiku in jih shranila za 24 ur na –80 °C. Tsao in sod. (2006) so v svoji študiji pokazali, da 
s shranjevanjem vzorcev na –5 °C in s kasnejšo liofilizacijo v vzorcih zaznamo največjo 
vsebnost aglikonov. Način priprave črne detelje pri žetvi in po žetvi vpliva na spremenjen 
profil glukozidov in njihovih konjugatov (Ramos in sod., 2008). Swinny in Ryan (2005) 
ugotavljata, da z liofilizacijo inhibiramo β-glukozidaze. Pri vakuumskem sušenju se večji 
delež izoflavonov pretvori v aglikonsko obliko, sušenje v sušilniku pa spodbuja 
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dekarboksilacijo malonil glukozidov v acetil glukozide. S sevanjem UV-B lahko 
povečamo vsebnost izoflavonov v detelji (Swinny in Ryan, 2005). 
 
Izoflavone lahko ekstrahiramo na več različnih načinov. Pri črni detelji se največkrat 
omenja ekstrakcija z metanolom. S sonifikacijo povečamo učinkovitost ekstrakcije, saj se v 
tekočini zaradi hitrih sprememb tlaka pojavijo mehurčki, kar poveča prodiranje topila v 
celice. Na učinkovitost ekstrakcije vpliva povečana temperatura in delež vsebnosti vode 
kot topila (Rostagno in sod., 2009). 
 
Koncentracijo izoflavonov v rastlinskem materialu lahko določamo z UV-VIS-
spektroskopijo (da Costa César in sod., 2008), kapilarno elektroforezo z elektrokemijskim 
detektorjem (CE-ED) (Peng in Ye, 2006), bližnjo infrardečo spektroskopijo (NIRs) 
(Krähmer in sod., 2013) in tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti (HPLC) z 
različnimi detektorji (UV, MS, …) (Delmonte in sod., 2006).  
 
Za kvalitativno in kvantitativno analizo izoflavonov v črni detelji se največkrat uporablja 
tekočinska kromatografija sklopljena z UV-detektorjem (Rijke in sod., 2001), detektorjem 
z nizom diod (DAD) (Ramos in sod., 2008) ali masno spektrometričnim detektorjem (MS) 
(Koner in sod., 2012). Masna spektrometrija omogoča identifikacijo in kvantifikacijo točno 
izbranih izoflavonov. V zadnjih letih je postala tekočinska kromatografija, sklopljena z 
masno spektrometrijo vodilna tehnika pri kvantifikaciji in identifikaciji izoflavonov. Je 
najbolj občutljiva in selektivna tehnika pri določanju neznanih snovi. Z masnim 
spektrometrom lahko zaznavamo aglikone, glukozide in druge konjugate izoflavonov 
(Zafra-Gómez in sod., 2013).  
 
Z masno spektrometrijo lahko identificiramo in določamo izoflavone glede na  njihovo 
molekulsko maso (Zafra-Gómez in sod., 2013). Masni spektrometer analizira molekule 
glede na razmerje med maso in nabojem ionov. Sestavljen je iz ionizatorja, masnega 
analizatorja in detektorja. Obstajajo različne ionizacijske tehnike, med katerimi je v 
pozitivnem in negativnem načinu najpogosteje uporabljena ionizacija z 
elektrorazprševanjem (ESI – angl. electrospray ionisation). Vzorec se raztopi v polarnem 
topilu. Raztopina analita se pod atmosferskim pritiskom razprši skozi kapilaro v električno 
polje, kjer se organske molekule ionizirajo. Nastanejo visoko nabite kapljice. S segretim 
plinom (najpogosteje z dušikom) se topilo odpari, kapljice se zmanjšajo in ohranijo naboj. 
Površinski naboj kapljic se poveča in topilo se loči od ionov (slika 4). Tako nastale ione  
pospešimo v električnem polju do analizatorja, ki je v vakuumu. Poznamo več različnih 
tipov masnih analizatorjev, in sicer kvadropolni analizator, analizator na čas preleta ionov 
(TOF), magnetni sektorski analizator ter drugi (Kachlicki in Stobiecki, 2013). Kvadropolni 
masni analizator je sestavljen iz štirih elektrod z oscilirajočim električnim poljem. 
Frekvenca oscilirajočega polja določa, ali delci pridejo mimo analizatorja do detektorja, ali 
pa uidejo v prostor med elektrodami (El-Aneed in sod., 2009).  
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Slika 4: Nastanek ionov pri ionizaciji z elektrorazprševanjem (ESI) (El-Aneed in sod., 2009) 
Tandemska masna spektrometrija (MS/MS) temelji na izolaciji specifičnega iona z 
določenim razmerjem med maso in nabojem v prvem kvadropolnem analizatorju. Ta ion v 
kolizijski celici s pomočjo plina (dušik, argon) fragmentira, fragmente pa vodimo v drug 
masni analizator. Tako dobimo informacijo o kemijski strukturi spojine (slika 5). 
Tandemska spektrometrija služi kot detektor pri kompleksnih mešanicah ter pri mešanicah, 
kjer imamo spojine s podobno molekulsko maso (El-Aneed in sod., 2009). 
 
 
 Slika 5: Tandemska masna spektrometrija (MS/MS) (El-Aneed in sod., 2009) 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 RASTLINSKI MATERIAL 
 
3.1.1 Izbor genskih virov 
 
Iz zbirke črne detelje, ki jo v okviru SRGB hranijo in vzdržujejo na Kmetijskem inštitutu 
Slovenije, smo na osnovi »multicrop passport« podatkov glede na nadmorsko višino, 
zemljepisno dolžino in širino iz različnih lokacij po Sloveniji izbrali 19 genskih virov črne 
detelje (slika 6). V analize smo vključili tudi dve slovenski sorti, 'Poljanka' in 'Živa' ter 
sorte 'Rajah' (Češka), 'Zoja' (Danska - DLF Seeds A/S), 'Start' (Srbija – Institut za ratarstvo 
i povrtarstvo) in 'Kvarta' (Češka), ki smo jih pridobili iz arhiva Službe za uradno 
potrjevanje Kmetijskega inštituta Slovenije.  
 
Osnovni podatki o izbranih genskih virih in virih, vključenih v posamezno analizo 
(genetska, morfološka, izoflavoni), so podani v preglednici 1.  
 
 
Slika 6: Prikaz 19 izvornih lokacij genskih virov črne detelje iz SRGB, ki smo jih vključili v analizo (Google maps, 
2017) 
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Preglednica 1: Seznam genskih virov črne detelje vključenih v genetske analize (G), morfološke analize (M) 
in za določanje vsebnosti izoflavonov (I). Za genske vire iz SRGB so podani tudi podatki o izvorni lokaciji 
(kraj, koordinate, nadmorska višina) in številka SRGB 
Oznaka Številka 
SRGB/sorta 
Izvorna lokacija Zemljepisna 
širina 
Zemljepisna 
dolžina 
n. m. 
(m) 
G M I 
TP-01 SRGB01012 Rožice 453518N 0135930E 500 + + + 
TP-03 SRGB01073 Predmeja 455712N 0135249E 900 + + + 
TP-05 SRGB01087 Trenta 462253N 0134518E 620 + + + 
TP-07 SRGB01036 Vršič 462624N 0134526E 1390 + + + 
TP-08 SRGB01075 Trnovski gozd 455911N 0135331E 1200 + + + 
TP-09 SRGB01097 Rudno polje 462105N 0135512E 1400 + + + 
TP-10 SRGB01174 Logatec - Pusto 
polje 
455606N 0141428E 476 + + + 
TP-13 SRGB05123 Planina Krašca 462114N 0135505E 1400 + + + 
TP-18 SRGB05154 Loški Potok – 
Draga 
453747N 0143938E 805 / + + 
TP-22 SRGB05219 Kumrovo, 
Kočevski rog 
453504N 0150031E 865 + / / 
TP-27 SRGB01336 Babno Polje 453907N 0143230E 750 + + + 
TP-28 SRGB05262 Pregarje 453452N 0140723E 762 + + + 
TP-29 SRGB01328 Planina Duplje - 
Krnsko jezero 
461713N 0134149E 1400 + + + 
TP-30 SRGB06277 Pomjan 454998N 0137481E 369 / + + 
TP-31 SRGB05331 Seča - Gostilna 
Ribič 
453001N 0133514E 1 + + + 
TP-32 SRGB05426 Lužarji  454828N 0143345E 800 + + + 
TP-33 SRGB05468 Šalovci 464912N 0161640E 250 + + + 
TP-36 SRGB05573 Nanos 454921N 0140056E 920 + + + 
TP-41 SRGB05741 Malija, Izola 452920N 0133829E 300 + + + 
TP-Ži Živa                               + + + 
TP-Po Poljanka + + + 
TP-Kv Kvarta / + + 
TP-St Start / + + 
TP-Zo Zoja / + + 
TP-Ra Rajah / + + 
 
3.1.2 Vzgoja rastlinskega materiala za genetske analize 
 
V posodo z vlažnim kremenčevim peskom (Potgrond, Belgija) smo decembra 2013 na 
Kmetijskem inštitutu Slovenije posejali seme genskih virov črne detelje iz SRGB. S 
plastičnim pokrovom smo pokrili posodo in jo prestavili v inkubator s temperaturo 4 °C. 
Po treh dneh smo odstranili pokrov in jo prestavili v osvetljeno komoro s temperaturo 
20 °C. Po 7 dneh so bile rastline pripravljene za izolacijo DNA (slika 7). Izolacijo DNA ter 
nadaljnjo analizo smo naredili na 8 genskih virih (TP-01, TP-08, TP-09, TP-10, TP-22, TP-
32, TP-36, TP-41). V statistično analizo pa smo vključili še dodatne genske vire (TP-03, 
TP-05, TP-07, TP-13, TP-27, TP-28, TP-29, TP-31. TP-33, TP-Zi, TP-Po), ki so bili 
predhodno objavljeni v končnem poročilu avtorjev Meglič in sod. (2013). Za posamezni 
genski vir smo izolirali DNA iz 8 rastlin, z izjemo TP-41, kjer smo izolirali DNA iz 7 
rastlin. 
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Slika 7: Posejana semena genskih virov črne detelje v vlažnem kremenčevem pesku 
 
3.1.3 Vzgoja rastlinskega materiala za morfološko karakterizacijo in detekcijo 
vsebnosti izoflavonov 
 
Poskus je potekal v rastlinjaku na Kmetijskem inštitutu Slovenije v Ljubljani, od februarja 
do oktobra 2016 pri naravni svetlobi, vlagi in temperaturi (slika 9). V platoje z mešanico 
substrata (Potgrond, Belgija), kremenčevega peska (Potgrond, Belgija) s premerom 1,4 mm 
in vermikulita (1:10, v/v) smo posadili po 20 semen iz vsake od 24 genskih virov črne 
detelje (preglednica 1). Po 4 tednih smo sadike presadili v mešanico substrata, peska 
(Potgrond, Belgija) in zemlje, pridobljene iz Loke pri Mengšu, v lončke s premerom 12 cm 
(slika 9). Rastline smo redno zalivali.  
 
 
Slika 8: Presaditev genskih virov črne detelje v lončke 
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3.2 GENETSKE ANALIZE 
 
3.2.1 Izolacija DNA 
 
Celokupno DNA smo izolirali iz 8 posameznih rastlin za posamezni genski vir z robotom 
za izolacijo nukleinskih kislin KingFisher mL (slika 9B) (ThermoFisher Scientific, ZDA) z 
laboratorijskim kompletom Qiagen Biosprint DNA Plant Kit (Qiagen, Nemčija). S 
krogličnim razkrojevalnikom tkiv Tissue Lyser (Retsch, Nemčija) (slika 9A) smo vzorce 
ob dodatku RLT lysis pufra in dveh kroglic s premerom 5 mm in maso 0,5 g 
homogenizirali 3 minute s frekvenco 30 s
-1
. Vzorce smo nato inkubirali 15 minut pri 65 °C. 
Sledilo je 11-minutno centrifugiranje pri 12000 rcf in 21 °C. Po končanem centrifugiranju 
smo 90 µl supernatanta prenesli v prvega izmed petih razdelkov na posebnem plastičnem 
nastavku, ki se uporablja pri izolaciji DNA z robotom KingFisher. Supernatantu smo 
dodali izopropanol ter predhodno dobro premešano magnetno suspenzijo MagAttract. V 
drugi razdelek smo odpipetirali pufer RPW-wash z izopropanolom in RNazo. V tretji in 
četrti razdelek smo odpipetirali 96 % etanol, v zadnji pa TE-pufer (priloga A). Postopek 
smo ponovili za vsak posamezen vzorec. Nastavke smo vstavili v robot in zagnali program 
za izolacijo rastlinske DNA. Pridobljene vzorce DNA smo shranili na –20 °C. 
 
3.2.2 Analiza z verižno reakcijo s polimerazo 
 
Za PCR-reakcijo smo uporabili začetne oligonukleotide, ki so jih predhodno objavili Dias 
in sod. (2008) ter Kölliker in sod. (2006) (preglednica 2). Uporabili smo ugnezditveno 
PCR-reakcijo, pri kateri smo uporabili 3 začetne oligonukleotide (Schuelke, 2000).  
 
Enemu izmed začetnih oligonukleotidov smo dodali sekvenco M13(-18) na 5'-koncu za 
kasnejšo fluorescentno detekcijo fragmentov. 
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Preglednica 2: Zaporedja začetnih oligonukleotidov mikosatelitnih markerjev pri rdeči detelji (Dias in sod., 
2008; Kölliker in sod., 2006) 
Lokus Zaporedje začetnih oligonukleotidov (istosmerni začetni oligonukleotid 
= F; obratnosmerni začetni oligonukleotid = R, krepki tisk = M13(-18)) 
Motiv 
TPSSR09-F TGTAAAACGACGGCCAGTCTTCCAGGTCTTCAAAAT (GT)22GC(GT)11 
TPSSR09-R GGGACCGGAGTTAAGATAACTAACTGT 
TPSSR16-F TGTAAAACGACGGCCAGTGCGCTTATTCGAAGACGGAA (CT)16 
TPSSR16-R TCAGTGGAGTAGGGTCGTCGT 
TPSSR23-F TGTAAAACGACGGCCAGTCAGTCGGGTTGTTGCCATTT (AG)30 
TPSSR23-R GAGGAATAAACTCAATACTTCAGTGACTAGAT 
TPSSR50-F TGTAAAACGACGGCCAGTAAGGCCCATGTTGAAACTGC (CT)23 
TPSSR50-R TTTGTTCAGGAAAATGAGGCG 
RCS3095-F GTGTTCCATTAGAGGCGGAA (AAAT)28 
RCS3095-R TGTAAAACGACGGCCAGTAGCGGCTCGTTTTAATGCTA 
RCS0033-F TGTAAAACGACGGCCAGTAAATTATCATTTTGCAAATTTTA (AAT)39 
RCS0033-R GCAGATTATGAGGAATAACATTG 
RCS1868-F TGTAAAACGACGGCCAGTCCACCTTAGACCACAGCCAT (ATC)17 
RCS1868-R GCTCACCTTCAGAATCCTCG 
RCS0793-F TGTAAAACGACGGCCAGTCGCAATCTTTCTTCTCATTTCA (AAG)20 
RCS0793-R TTCAACATGCAGGCTAAGAAAA 
TPSSR26-F 
TPSSR26-R 
CAAGGGAGAAAGAGAGAAAAGCTC 
TGTAAAACGACGGCCAGTCCGTATCAGAATCGCTGCG 
(CT)5CC(CT)21; 
(TC)16 
 
Verižna reakcija s polimerazo je potekala v 10-µl reakcijski mešanici, ki je vsebovala:  
 
 1x PCR pufer (Biotools, ZDA),  
 2 mM MgCl2 (Biotools, ZDA),  
 0,2 mM dNTP,  
 0,075 µM istosmerni ali obratnosmerni začetnega oligonukleotida z repkom,  
 0,2 µM istosmerni ali obratnosmerni začetnega oligonukleotida brez repka,  
 0,2 µM začetnega oligonukleotida M13(-18)-FAM/HEX/NED, 
 0,25 U Taq polimeraze (Biotools, ZDA), 
 1 µl genomske DNA izoliranih vzorcev detelje in 
 miliQ H2O.  
 
Posameznim lokusom smo dodajali različne začetne oligonukleotide z repkom (FAM, 
HEX, NED) za kasnejše združevanje vzorcev. Verižna reakcija s polimerazo je potekala v 
cikličnem termostatu GeneAmp PCR System 9700 (ThermoFisher Scientific, ZDA) (slika 
8C) z nastavitvijo programa:  
 
 5 minut pri 94 °C, 
 10 ciklov pri 94 °C 30 sekund, pri 60 °C 45 sekund (v vsakem ciklu se temperatura 
zniža za 0,5 °C), 72 °C 1 minuta in 30 sekund, 
 30 ciklov pri 94 °C 30 sekund, pri 55 °C 45 sekund in pri 72 °C 1 minuta in 30 
sekund, 
 72 °C za 8 minut,  
 ohladitev vzorcev na 4 °C. 
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3.2.3 Uspešnost verižne reakcije s polimerazo 
 
Uspešnost verižne reakcije s polimerazo smo preverili z agarozno gelsko elektroforezo. 
Pripravili smo 1 % agarozni gel (50 ml TBE pufer (priloga A); 0,5 g agaroze, 2 µl 
etidijevega bromida). Pridobljenemu vzorcu po verižni reakciji s polimerazo smo dodali 
nanašalno barvilo (Thermo Fisher Scientific, ZDA) in ga nanesli v žepke agaroznega gela. 
Elektroforeza je tekla 30 min pri 80 V. Gele smo slikali z aparaturo GeneGenius (Syngene, 
Anglija). 
 
 
Slika 9: Kroglični razkrojevalnik tkiv Tissue Lyser (A); robot za izolacijo nukleinskih kislin Kingfisher (B); 
ciklični termostat GeneAmp 9700 (C) 
 
3.2.4 Priprava vzorcev za fragmentno analizo in fragmentna analiza 
 
Za fragmentno analizo smo združili po 3 različno fluorescentno označene vzorce (FAM, 
HEX in NED). V vsako luknjico na 96-mestni plošči smo nanesli:  
 
 10 µl formamida (Sigma-Aldrich, ZDA),  
 0,5 µl internega standarda GeneScanTM 500 ROX (Thermo Fisher Scientific, ZDA), 
 1 µl vsakega od treh fluorescentno označenih PCR-produktov.  
 
Plošče smo pokrili z gumijastim pokrovom (Applied Biosystems, ZDA) in jih centrifugirali 
(Tehtnica, PLC-322, Slovenija). Po končanem centrifugiranju smo vzorce toplotno 
denaturirali 5 minut pri 95 °C v cikličnem termostatu GeneAmp 9700 (Thermofisher 
Scientific, ZDA). Fragmentna analiza je potekala na ABI 3130 XL (Applied Biosystems, 
ZDA). Rezultati so bili analizirani s programom PeakScanner
TM
 1.0 (Applied Biosystems, 
ZDA). 
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3.2.5 Statistična analiza podatkov mikrosatelitnih markerjev 
 
3.2.5.1 Vrednotenje parametrov variabilnosti za lokuse in genske vire 
 
Mikrosatelitne podatke smo analizirali z različnimi statističnimi programi. Podatke smo 
najprej uredili v programu Microsoft Excel in jih pripravili za nadaljnje analize. Z 
dodatkom programu Microsoft Excel – GenAlEx 6.5 (Peakall in Smouse, 2012) smo 
določili parametre variabilnosti za lokuse in parametre variabilnosti pri genskih virih:  
 
 število alelov na lokus (N),  
 število različnih alelov na lokus (Na),  
 število efektivnih alelov na lokus (Ne),  
 frekvenco posameznih alelov (pi),  
 dejansko heterozigotnost (Ho),  
 pričakovano heterozigotnost (He),  
 fiksacijski indeks (F) in  
 verjetnost enakosti genotipov (PI, angl. probability identity). 
 
Število efektivnih alelov (Ne) vključuje frekvenco posameznih alelov in nam daje vrednost 
enakomerno razporejenih alelov v preučevani populaciji.  
 
Ne = (∑ 𝑝𝑛𝑖 i
2
)
-1
                                                                                                                 … (1) 
 
Frekvenca posameznih alelov (pi) poda pogostost posameznega alela v preučevani 
populaciji.  
 
pi = 
𝑝𝑜𝑔𝑜𝑠𝑡𝑜𝑠𝑡 𝑖−𝑡𝑒𝑔𝑎 𝑎𝑙𝑒𝑙𝑎 𝑣 𝑝𝑜𝑝𝑢𝑙𝑎𝑐𝑖𝑗𝑖
𝑝𝑜𝑔𝑜𝑠𝑡𝑜𝑠𝑡 𝑣𝑠𝑒ℎ 𝑎𝑙𝑒𝑙𝑜𝑣 𝑣 𝑝𝑜𝑝𝑢𝑙𝑎𝑐𝑖𝑗𝑖
                                                                                     … (2) 
 
Dejanska heterozigotnost (Ho) je delež heterozigotov v preučevani populaciji. 
 
Ho=
š𝑡𝑒𝑣𝑖𝑙𝑜 ℎ𝑒𝑡𝑒𝑟𝑜𝑧𝑖𝑔𝑜𝑡𝑛𝑖ℎ 𝑝𝑜𝑠𝑎𝑚𝑒𝑧𝑛𝑖𝑘𝑜𝑣
𝑁 (š𝑡𝑒𝑣𝑖𝑙𝑜 𝑜𝑠𝑒𝑏𝑘𝑜𝑣 𝑣 𝑝𝑜𝑝𝑢𝑙𝑎𝑐𝑖𝑗𝑖)
                                                                                   … (3) 
                                                       
Pričakovana heterozigotnost (He) je delež heterozigotov, ki jih pričakujemo pri naključnem 
križanju oziroma, če so posamezniki v Hardy-Weinbergovem ravnovesju. 
 
He=1 - ∑ 𝑝#𝑎𝑙𝑒𝑙𝑖𝑖=1 i
2
,                                                                                                            … (4) 
 
Pri fiksacijskem indeksu (F) dobimo vrednosti od –1 do 1. Vrednosti, ki so blizu 0, 
pričakujemo pri naključnem križanju, medtem ko vrednosti blizu 1 kažejo na ničelne alele 
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ali parjenje znotraj sorodstva. Vrednosti blizu –1 kažejo na presežek heterozigotnosti 
zaradi selekcije heterozigotov. 
 
F = 
𝐻𝑒−𝐻𝑜
𝐻𝑒
                                                                                                                        … (5) 
 
Verjetnost enakosti genotipov (PI) nam omogoča oceno povprečne verjetnosti, da bosta 
imela dva neodvisna vzorca identičen genotip. Višja vrednost PI nam daje informacijo, da 
je število alelov majhno ali pa je frekvenca enega izmed alelov visoka. Ocena PI 
predvideva, da pride do naključnega križanja in da primerjamo nesorodne osebke. 
 
PI=2(∑ 𝑝i
2
)
2
-∑ 𝑝i
4
                                                                                                           … (6) 
 
S statističnim programom Cervus 3.0.3 (Marshall, 2014) smo določili informacijsko 
vrednost polimorfizma (PIC) ter frekvenco ničelnih alelov (N0). 
                         
 𝑃𝐼𝐶 = 1 − ∑ 𝑝
𝑘
𝑖=1  i
2 
                                                                                                       … (7) 
 
kjer je pi frekvenca i-tega alela od skupnega števila vseh alelov ter je k število različnih 
alelov v vzorcu. Večja kot je vrednost PIC, večja je informativnost markerja. 
 
Ničelni aleli (N0) so pri mikrosatelitnih lokusih tisti aleli, pri katerih ne moremo zaznati 
PCR-produkta. Vzrok za nastanek ničelnih alelov so lahko substitucije, insercije ali 
delecije nukleotidov v obrobnih regijah, ki preprečujejo vezavo začetnih oligonukleotidov 
na DNA-matrico. Prisotnost ničelnih alelov v rezultatih povzroči presežek homozigotov 
glede na Hardy-Weinbergov delež.  
 
N0=
𝐻𝑜−𝐻𝑒
1+𝐻𝑜
                                                                                                                         … (8) 
 
Genetske razdalje med genskimi viri smo izračunali s programom Populations 1.2.2.8 
(Langella, 1999), pri čemer smo uporabili Neievo standardno genetsko razdaljo (Nei, 
1972). V klastrski analizi smo uporabili metodo NJ (angl. neighbour joining). Podatke smo 
pripravili za izris filogenetskega drevesa s programom Tree View.  
 
Matriko genetskih razdalj med genskimi viri smo uporabili za analizo glavnih koordinat 
(PCoA) v programu GenAlEx 6.5 (Peakall in Smouse, 2012). Odnose med genskimi viri 
smo z omenjenim programom grafično prikazali v dvodimenzionalnem prostoru. Z analizo 
molekulske variance (AMOVA) smo pridobili ocene komponent variance med in znotraj 
genskimi viri. Uporabili smo test permutacij z 999 ponovitvami. 
 
S programom Structure 2.3.4 (Pritchard in sod., 2000) smo izvedli analizo za določanje 
števila genetskih skupin (K) v skupini posameznikov, ki so bili vključeni v analizo. 
Uporabili smo Bayesov pristop, pri katerem je vsak posameznik dodeljen eni ali več 
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populacijam glede na njegov genotip oziroma glede na specifične frekvence alelov na 
obravnavanih lokusih. Model predvideva Hardy-Weinbergovo ravnovesje znotraj populacij 
(Pritchard in sod., 2000).  
 
Program Structure 2.3.4 za izračun aposteriorne verjetnosti (Q) genetske skupine uporablja 
metodo Markov Chain Monte Carlo (MCMC), ki je odvisna od konvergence Markovove 
verige v stacionarno porazdelitev (Pritchard in sod., 2000). Kot model smo uporabili model 
mešanja (angl. admixture model). Zavrgli smo prvih 10.000 ponovitev (angl. burn-in), da 
si zagotovimo zajemanje iz stacionarne porazdelitve. Za vsako simulacijo smo uporabili 
10.000 MCMC-ponovitev ter korelacijo alelnih frekvenc. Določili smo najmanjše in 
največje možno število klastrov (1–19) ter vsako analizo ponovili trikrat. Naverjetnejše 
število genetskih skupin (K) smo določili z metodo po Evanno in sod. (2005). Ta nam poda 
končno verjetnost L(K), ki izhaja iz povprečnih verjetnosti [Ln P(D)], od katere je odšteta 
polovica vrednosti variance. Največjo vrednost L(K), ki nam predstavlja oceno skupin, 
smo določili s programom Structure Harvester (Earl in Von Holdt, 2011). S klastrsko 
analizo smo ocenili aposteriorno vrednost (Q), da neki osebek pripada neki skupini.  
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3.3 MORFOLOŠKA KARAKTERIZACIJA 
 
3.3.1 Morfološka karakterizacija črne detelje 
 
Poskus je potekal od marca do oktobra 2016 v rastlinjaku Kmetijskega inštituta Slovenije. 
Ocenjevanje morfoloških parametrov je potekalo po smernicah Mednarodne zveze za 
varstvo novih sort rastlin (Guidelines …, 2001). Opis morfoloških parametrov, ki smo jih 
vrednotili, je podan v preglednici 3. Pri posameznem genskem viru smo vrednotili 14 
rastlin. 
 
Preglednica 3: Opis preučevanih lastnosti pri morfološki karakterizaciji črne detelje z določenim tipom 
matematičnih podatkov (Guidelines …, 2001) 
Lastnost Opis 
Matematični 
tip podatkov 
Čas cvetenja 
pri 50 % rastlin znotraj genskega vira zacvetijo trije 
cvetovi  
Tip rasti 
(1) navpičen tip rasti, (5)  rast poganjka pod kotom 45°, 
(9) ležeč tip rasti 
urejeni faktor 
Višina rastline (cm) razdalja med tlemi in najvišjo točko rastline številski tip 
Dolžina najdaljšega stebla 
(cm) 
dolžina najdaljšega stebla številski tip 
Število stebel število stebel na rastlino številski tip 
Število internodijev 
število internodijev na najdaljšem steblu, vključno s 
cvetom (merjeno 2 tedna po začetku cvetenja genskega 
vira) 
številski tip 
Premer glavnega stebla (cm) 
premer stebla 2–4 cm nad tlemi (merjeno 2 tedna po 
začetku cvetenja genskega vira) 
številski tip 
Oblika srednjega lista (1) podaljšan, (2) jajčast, (3) okrogel urejeni faktor 
Dolžina sredinskega trolista 
(cm) 
dolžina zgornjega sredinskega trolista najdaljšega stebla številski tip 
Širina sredinskega trolista 
(cm) 
širina zgornjega sredinskega trolista najdaljšega stebla številski tip 
Spomladanska intenziteta 
zelene barve 
(3) svetlo zelena, (5) srednje zelena, (7) temno zelena urejeni faktor 
Intenziteta listne pege 
(1) odsotnost listne pege, (3) šibka, (5) srednja, (7) 
močna, (9) zelo močna 
urejeni faktor 
Površina lista površina vegetativnega sredinskega trolista številski tip 
Dlakavost stebla (1) gola stebla, (5) srednja dlakavost, (9) gosta dlakavost urejeni faktor 
Pojav pršic na rastlini (1) pojav pršic na rastlini, (0) ne okuženost binarni faktor 
Pojav pepelaste plesni (1) pojav pepelaste plesni na rastlini, (0) neokuženost binarni faktor 
 
V začetku aprila 2016 smo rastlinam v vegetativni fazi rasti pred prvo košnjo merili 
dolžino najdaljšega stebla. Izmerili smo naravno višino rastline od površine zemlje do 
najvišje točke. Na najdaljšem steblu smo spomladi ocenjevali intenziteto zelene barve 
listov z ocenami od 1 do 9: (3) svetlo zelena, (5) srednje zelena in (7) temno zelena. 
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Datum cvetenja smo določili na dan, ko so pri 50 % rastlin znotraj posameznega genskega 
vira zacveteli vsaj trije cvetovi. Premer glavnega stebla, število internodijev ter 
ocenjevanje dlakavosti stebla smo pri vsaki rastlini izmerili in prešteli 2 tedna po začetku 
cvetenja celotne populacije. Izbrali smo si poganjek, ki je imel najdaljše steblo. Premer 
glavnega stebla smo izmerili od 2 do 4 cm nad zemljo. Dlakavost stebla smo ocenjevali na 
tretjem internodiju najdaljšega stebla (slika 10) z ocenami od 1 do 9: (1) gola stebla, (5) 
srednja dlakavost (9) zelo gosta dlakavost. Intenziteto bele lise na listu (listne pege) smo 
ocenjevali na zgornjih treh listih na cvetu najdaljšega stebla z ocenami od 1-9: (1) 
odsotnost listne pege, (3) šibka, (5) srednja, (7) močna in (9) za zelo močna intenziteta 
listne pege.  
 
 
Slika 10: Ocenjevanje dlakavosti stebla na tretjem internodiju (Guidelines …, 2001) 
 
Avgusta 2016 smo ocenjevali površino srednjega vegetativnega trolista na najdaljšem 
steblu. Površino lista smo izmerili z merilnikom listne površine LI-3100C Area Meter 
(LICOR, Lincoln, ZDA) (slika 11). Sredinskim vegetativnim trolistom smo določili obliko: 
(1)  listi s podaljšano obliko, (2) listi z jajčasto obliko ter (3) okrogli listi (slika 12). 
 
 
Slika 11: Merilnik listne površine LI-3100 Area Meter (LICOR, Lincoln, ZDA) 
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Slika 12: Ocenjevanje sredinskega trolista (Guidelines …, 2001) 
 
Septembra 2016 smo ocenjevali tip rasti poganjkov z ocenami od 1 do 9: (1) za navpično 
rast, (5) za rast poganjka pod kotom 45° in (9) za ležeč tip rasti poganjka (slika 13). 
 
 
Slika 13: Ocena tipa rasti poganjkov (Guidelines …, 2001) 
 
3.3.2 Statistična analiza podatkov 
 
Med 15 opazovanimi morfološkimi znaki je bilo 5 urejenih faktorjev (angl. »ordered 
factors«), 2 binarna faktorja in 8 številskih spremenljivk (preglednica 3). Rezultate meritev 
smo vnesli v program Microsoft Excel, kjer smo izračunali osnovne statistične parametre 
za številske morfološke spremenljivke vseh meritev (povprečje, standardni odklon, 
minimum, maksimum in koeficient variacije). Morfološkim znakom, ki smo jih ocenjevali 
z urejenimi in binarnimi faktorji, smo izračunali pripadajoče frekvence. Za posamezne 
genske vire smo določili prevladujoče frekvence urejenih faktorjev in izračunali povprečne 
vrednosti številskih spremenljivk. Moč linearne povezanosti smo izmerili za številske 
morfološke znake s Pearsonovim korelacijskim koeficientom. Vrednosti smo izvozili v 
program R Studio (Boston, ZDA), kjer smo glede na matematični tip podatkov ločili 
merjene in ocenjevane lastnosti. S programskimi paketi »vegan« in »gclus« smo z uporabo 
metode UPGMA posamezne genske vire razporedili v drevo. S programskim paketom 
»maptree« smo za lažjo interpretacijo podatkov določili optimalno število skupin (Grum in 
Atieno, 2007). 
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3.4 ANALIZA VSEBNOSTI IZOFLAVONOV V IZBRANIH GENSKIH VIRIH ČRNE 
DETELJE  
 
3.4.1 Standardi in reagenti 
 
V študiji so bili uporabljeni standardi proizvajalca Sigma Aldrich (ZDA) in sicer prunetin 
(82415-5MG), formononetin (47752-5MG), daidzin (30408-1MG), ononin (75375-1MG), 
genistin (48756-1MG), biohanin A (D2016-100MG), daidzein (D7802-25MG), glicitin 
(G1296-5MG) in genistein (G6649-5MG). Standarde izoflavonov smo razredčili v 50 % 
metanolu (Sigma Aldrich, Nemčija).  
 
3.4.2 Metoda HPLC-MS/MS  
 
HPLC-MS/MS analizo smo izvedli na sistemu visokotlačne tekočinske kromatografije 
visoke ločljivosti (HPLC) proizvajalca Agilent 1290 (Waldbronn, Nemčija), sklopljenim z 
tandemskim masnim spektrometrom Agilent 6460 (Waldbronn, Nemčija). HPLC-sistem 
vsebuje binarno črpalko, termostat za kolono, avtomatski podajalnik vzorcev ter trojni 
kvadropol kot detektor. Uporabili smo kromatografsko kolono Zorbax Eclipse Plus C18 
(Agilent, Nemčija) (50 x 2,1mm, 1,8 µm delci). Ločba je bila izvedena z uporabo 
gradientne elucije. Mobilna faza A  je bila sestavljena iz 0,01 % (w/v) mravljinčne kisline 
(Sigma Aldrich, Nemčija) s 5-mM amonijevim formatom (Sigma Aldrich, Nemčija), 
mobilna faza B pa iz 0,01 % (w/v) mravljinčne kisline (Sigma Aldrich, Nemčija) s 5-mM 
amonijevim formatom (Sigma Aldrich, Nemčija) v metanolu. Gradientna elucija je 
potekala takole:  
 
 začetna sestava:  20 % B, 
 do 1 minute 20 % B,  
 do 22 minute (linearno naraščanje), do 55 % B,  
 od 22 do 24 minute 55 % B, 
 od 24 do 27 minute naraščanje do 95 % B,  
 od 27 do 30 minute 95 % B, 
 pri 31 minutah,  20 % B, 
 31 – 33 min,   20 % B.  
 
Pretok mobilne faze je znašal 0,3 ml/min. Detektor pri HPLC-sistemu je bil tandemski 
masni spektrometer s elektrorazprševalnim vmesnikom. Temperatura plina je bila 300 °C, 
pretok plina 5 l/min, tlak pa 45 psi. Kot zaščitni plin je bil uporabljen dušik s temperaturo 
250 °C in pretokom 11 l/min. Instrumentalni pogoji za posamezne spojine  so  prikazani v 
preglednici 4. 
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Preglednica 4: HPLC-MS/MS identifikacija posameznih spojin 
Spojina 
Retencijski 
časi spojin 
(min) 
Molska 
masa 
(g/mol) 
Čas 
snemanja 
(ms) 
m/z 
prekurzor-
skega iona 
m/z 
fragmentnega 
iona 
Napetost na 
fragmentorju 
(V) 
Kolizijska 
energija 
(eV) 
Genistin 7,1 432,38 10 433,1 271,1 75 8 
433,1 91,1 75 80 
Ononin 11,3 430,4 10 431,1 269,1 70 8 
431,1 197,1 70 72 
Daidzin 4,9 416,38 10 417,1 255,1 95 12 
417,1 152,1 95 92 
Prunetin 21,4 284,26 10 285,1 167,1 145 28 
285,1 139,1 145 72 
Biohanin A 22,4 284,26 10 285,1 152 130 24 
285,1 89,1 130 84 
Genistein 15,4 270,24 10 271,1 153,1 145 28 
271,1 91,2 145 40 
Formononetin 19,3 268,26 10 269,1 197,1 125 40 
269,1 115,1 125 76 
Daidzein 12,6 254,24 10 255,1 152,1 115 48 
255,1 137,1 115 24 
Glicitin 5,8 446,4 10 447,1 285,1 60 8 
447,1 270,1 60 44 
 
Optimizacija ionizacije posameznih spojin je bila narejena z raztopinami posameznih 
standardov s koncentracijo 1 mg/ml v 50 % metanolu s programom Optimizer (Agilent, 
Nemčija). 
 
3.4.3 Validacija metode 
 
3.4.3.1 Priprava umeritvene krivulje 
 
Za standarde daidzein, daidzin, genistein, genistin, prunetin in ononin smo pripravili 7 
različnih koncentracij standardov v 70 % metanolu v območju od 0,05 do 25 µg/ml za 
pripravo umeritvene krivulje. Za formononetin smo pripravili 9 koncentracij standardov v 
območju od 0,00039 do 31,25 µg/ml in za biohanin A od 0,001 do 32,25 µg/ml. Zaradi 
različnih vsebnosti spojin v vzorcih  nismo mogli uporabiti enotne krivulje, zato smo vsak 
dan za vsak merjen standard določili območje linearne umeritvene krivuljo ter njen 
pripadajoč korelacijski koeficient (R2). V vseh primerih je bil korelacijski koeficient večji 
od 0,98. Pri nekaterih spojinah (formononetin, biohanin A) smo lahko dobili dober 
korelacijski koeficient samo tako, da smo krivuljo prilagodili polinomu. 
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3.4.3.2 Izkoristek 
 
Točnost metode izrazimo kot % izkoristka (9). Je merilo stopnje ujemanja rezultatov naše 
metode s pravo vrednostjo. Vzorcu smo dodali znano koncentracijo raztopine standarda. 
Zatehtali smo 10 mg ± 2 mg sušenega vzorca črne detelje ter mu dodali standarde znanih 
koncentracij, ki smo jih redčili v 1 ml 70 % metanola. Sočasno smo pripravili slepi vzorec, 
ki ni vseboval standardov. Vzorce smo sonificirali 1 uro in jih prefiltrirali skozi 0,2-µm 
filter (Sigma Aldrich, Nemčija). Po končani analizi s HPLC-MS/MS smo izračunali 
izkoristke. Površino slepega vzorca smo odšteli od površine vzorca z dodanim standardom 
ter z dobljeno površino izračunali pripadajočo koncentracijo. Izkoristek smo izračunali s 
formulo:  
 
Izkoristek (%) = 
𝑘𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖𝑗𝑎 𝑧𝑎𝑧𝑛𝑎𝑛𝑒𝑔𝑎 𝑠𝑡𝑎𝑛𝑑𝑎𝑟𝑑𝑎 𝑣 𝑣𝑧𝑜𝑟𝑐𝑢
𝑘𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖𝑗𝑎 𝑑𝑜𝑑𝑎𝑛𝑒𝑔𝑎 𝑠𝑡𝑎𝑛𝑑𝑎𝑟𝑑𝑎 𝑣𝑧𝑜𝑟𝑐𝑢
∗ 100                                  … (9) 
 
3.4.3.3 Obnovljivost metode 
 
Z obnovljivostjo metode določamo obseg ujemanja rezultatov pri večkratnem vzorčenju 
vzorca v različnih dnevih. Obnovljivost podamo s standardnim odklonom  (sd) (10). 
 
sd=√
∑(𝑋−𝑋𝑖)2
𝑁−1
                                                                                                                … (10) 
 
X… aritmetična sredina 
sd… standardni odklon 
N… število meritev 
 
3.4.3.4 Meja kvantifikacije (LOQ) in meja detekcije (LOD) 
 
Meja kvantifikacije (LOQ) je koncentracija analita, ki je še zanesljiva in točna. Določimo 
jo lahko z razmerjem med signalom in šumom, ki mora biti vsaj 10:1. Meja detekcije 
(LOD) pa je najnižja koncentracija analita v vzorcu, ki jo še lahko zaznamo. Razmerje med 
signalom in šumom je v tem primeru 3:1. Iz praktičnih razlogov smo zaradi visoke 
občutljivosti instrumenta določili LOQ kot najnižjo točko umeritvene krivulje, če je bilo 
pri tej koncentraciji razmerje med signalom in šumom 10 ali več. 
 
3.4.4 Optimizacija priprave rastlinskega materiala za HPLC-MS/MS 
 
Optimizacija kvantifikacije vsebnosti izoflavonov je potekala pri eni rastlini sorte 
'Poljanka'. Pri vzorčenju smo rastlino porezali 5 cm nad tlemi ter jo shranili na ledu. Del 
rastlinskega materiala smo takoj zamrznili v tekočem dušiku in ga za 1 uro shranili na -80 
°C, preostali del rastlinskega materiala pa smo shranili na ledu in ga v 10 minutah prenesli 
v sušilnike. 
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Preizkusili smo naslednje metode predpriprave rastlinskega materiala: 
 
 fiksacija pri 105 °C 20 minut ter sušenje pri 65 °C 5 ur (Taujenis in sod., 2015), 
 sušenje pri 60 °C 5 ur (Klejdus in sod., 2001), 
 sušenje pri 100 °C 11 ur (Swinny in Ryan, 2005),  
 sušenje pri 100 °C 5 ur, 
 liofilizacija 24 ur v vakuumu pri 0,22 bara (Swinny in Ryan, 2005). 
 
Rastlinski material smo zmleli in homogenizirali z laboratorijskim krogličnim mlinom 
(Retsch MM 400,Nemčija). Mletje vsakega vzorca je potekalo 3 minute pri frekvenci 30 s-
1
. 
 
3.4.5 Optimizacija ekstrakcije vzorcev črne detelje 
 
Optimizacija ekstrakcije je bila narejena na vzorcu črne detelje, ki smo ga nabrali na polju 
blizu Strahinja (46° 16' 54" N, 14° 17' 50" E). Vzorec smo sušili pri 105 °C 20 minut in  
65 °C 5 ur ter ga mleli 3 minute pri frekvenci 30 s-1 z laboratorijskim krogličnim mlinom 
(Retsch MM 400, Nemčija). Vzorce smo do nadaljnje analize spravili v temi pri 
temperaturi 4 °C.  
 
Velikost zatehte črne detelje pri ekstrakciji izoflavonov smo optimizirali tako, da smo 
zatehtali: 
 
 100 mg sušenega vzorca črne detelje v 10 ml 70 % metanola in  
 10 mg sušenega vzorca v 1 ml 70 % metanola.  
 
Preizkusili smo učinkovitost ekstrakcije z različnimi koncentracijami topila: 
 
10 mg vzorcem zmlete črne detelje smo dodali: 
 
 1 ml 70 % metanola, 
 1 ml 80 % metanola, 
 1 ml 90 % metanola (Sigma Aldrich, ZDA). 
 
Preverili smo, kako čas sonifikacije vpliva na učinkovitost ekstrakcije. Vzorce smo 
sonificirali:  
 
 1 uro pri 40 Hz, 
 2 uri pri 40 Hz (Sonis 10, Iskra pio, Slovenija).  
 
Pridobljene ekstrakte smo prefiltrirali skozi 0,2-µm filter (Sigma Aldrich, ZDA). 
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3.4.6 Vsebnost izoflavonov pri sorti 'Poljanka' v različnih fazah rasti 
 
Z namenom določitve vsebnosti izoflavonov v posameznih fazah rasti samih rastlin smo od 
avgusta do oktobra 2016 v rastlinjaku na Kmetijskem inštitutu Slovenije vzorčili 5 rastlin 
sorte 'Poljanka' pred 3. odkosom v treh fazah rasti: vegetativni fenofazi (avgust 2016), v 
fenofazi med cvetenjem (september 2016) in v fenofazi po cvetenju (oktober 2016). V 
različnih fazah rasti smo želeli določiti vsebnost genisteina, genistina, glicitina, prunetina, 
ononina, formononetina, biohanina A, daidzina in daidzeina. Rastline smo v 10 minutah 
prenesli v sušilnik s temperaturo 105 °C. Po 20 minutah smo vzorce prenesli v sušilnik s 
temperaturo 65 °C, kjer smo jih sušili 5 ur. Posušene rastline smo zmleli in homogenizirali 
z laboratorijskim krogličnim mlinom (Retsch MM 400,Nemčija). Po končanem mletju smo 
vzorce shranili v temi pri temperaturi 4 °C. 
 
3.4.7 Priprava rastlinskega materiala genskih virov v vegetativni fazi rasti 
 
V vegetativni fazi rasti smo v avgustu 2016 znotraj genskih virov naključno oblikovali 2 
skupini, pri katerih smo določili vsebnost genisteina, prunetina in ononina. V vsaki skupini 
je bila enaka zatehta listov s stebli. Takoj po žetvi smo vzorce v 10 minutah prenesli v 
sušilnik na 105 °C in jih tam pustili 20 minut. Nato smo vzorce prenesli v sušilnik s 
temperaturo 65 °C za 5 ur. Posušene rastline smo zmleli in homogenizirali z 
laboratorijskim krogličnim mlinom (Retsch MM 400, Nemčija) ter jih shranili v temi pri 4 
°C do nadaljnje uporabe. 
 
3.4.8 Ekstrakcija 
 
Zatehtali smo 10 mg ± 2 mg vzorca sušene in zmlete črne detelje. Vzorcu smo dodali 1 ml 
70 % etanola ter ga sonificirali 1 uro pri 40 Hz (Sonis 10, Iskra pio, Slovenija). Po končani 
sonifikaciji smo vzorce prefiltrirali skozi 0,2-µm filter (Sigma Aldrich, ZDA). Vsebnost 
izoflavonov smo kvantificirali z Agilent 1290 (Waldbronn, Nemčija), sklopljeno z HPLC-
MS/MS (Agilent 6460, Nemčija). 
 
3.4.9 Obdelava podatkov 
 
Vrhove smo analizirali s programom Mass Hunter (Agilent, Nemčija). Umeritvene krivulje 
in računanje vsebnosti izoflavonov pri črni detelji smo pripravili in izračunali s programom 
Microsoft Excel. Rezultatom smo določili osnovne statistične parametre (povprečje, 
standardni odklon, koeficient variacije).  
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4 REZULTATI 
 
4.1 GENETSKA RAZNOLIKOST ČRNE DETELJE 
 
4.1.1 Analiza po lokusih 
 
Parametre variabilnosti smo najprej obravnavali po lokusih (preglednica 5). V genetsko 
analizo smo vključili 17 genskih virov črne detelje iz SRGB ter sorti Poljanka in Živa s po 
8 rastlinami. TP-41 je vseboval samo 7 rastlin. Skupno smo v analizi določili 266 različnih 
alelov s povprečjem 29,6 alelov na posamezen lokus (priloga B). Največ alelov smo 
identificirali pri lokusu TPSSR16 (45), najmanj pa pri RCS3095 (10). Efektivno število 
alelov pri vseh devetih lokusih se giblje od 5,1 (RCS3095) do 25 (TPSSR50). 
 
Preglednica 5: Parametri variabilnosti po posameznih lokusih (N = število alelov, Ne = število efektivnih 
alelov, Ho = opazovana heterozigotnost, He = pričakovana heterozigotnost, F = fiksacijski indeks, PI = 
verjetnost enakosti genotipov, PIC = informacijska vrednost polimorfizmov, N0 = frekvenca ničelnih alelov) 
 N Ne Dolžina  Ho  He F PI PIC N0 
TPSSR09 32 20,4 125-232 0,556 0,951 0,415 0,005 0,949 0,263 
RCS3095 10 5,1 216-252 0,411 0,803 0,488 0,063 0,779 0,325 
RCS1868 14 6,8 108-207 0,818 0,852 0,041 0,037 0,837 0,017 
TPSSR23 39 16,0 164-280 0,443 0,937 0,528 0,007 0,934 0,362 
RCS0033 29 16,0 144-167 0,531 0,937 0,433 0,007 0,934 0,277 
RCS0793 24 8,7 132-167 0,685 0,886 0,227 0,022 0,877 0,126 
TPSSR16 45 21,8 117-261 0,472 0,954 0,506 0,004 0,952 0,339 
TPSSR26 35 24,0 142-246 0,338 0,958 0,648 0,003 0,957 0,479 
TPSSR50 38 25,0 163-257 0,677 0,960 0,295 0,003 0,959 0,174 
Skupaj 266         
Povprečje 29,6   0,548 0,915   0,909  
 
Informacijska vrednost polimorfizma za vseh 9 lokusov se je gibala od 0,779 (RCS3095) 
do 0,959 (TPSSR50), s povprečjem 0,909. Povprečna pričakovana heterozigotnost (He) na 
vseh obravnavanih lokusih je 0,915, kar nam predstavlja delež genskega vira, ki bi bil 
heterozigoten v primeru, če bi prišlo med osebki do naključnega križanja. Med 
posameznimi lokusi se ta vrednost giblje med 0,803 (RCS3095) in 0,960 (TPSSR50). 
Povprečen delež heterozigotnih genotipov je 0,548 in je nižji od pričakovanega (0,915). 
Vrednosti se med posameznimi lokusi gibljejo od 0,338 (TPSSR26) do 0,818 (RCS1868). 
Pri lokusu RSC1868 je razlika med pričakovano in dejansko heterozigotnostjo precej 
manjša, na kar kaže zelo nizka frekvenca ničelnih alelov (0,017). Pri preostalih lokusih je 
frekvenca ničelnih alelov med 0,126 (RCS0793) in 0,479 (TPSSR26). Fiksacijski indeksi 
za posamezne lokuse se gibljejo od 0,041 do 0,648, kar pri nekaterih lokusih nakazuje na 
naključno križanje (RCS1868) ali na prisotnost ničelnih alelov (TPSSR26). Vrednosti 
fiksacijskega indeksa sovpadajo s frekvenco ničelnih alelov. Skupno verjetnost enakosti 
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genotipov pri vseh 9 lokusih smo pridobili z zmnožkom vrednosti vseh lokusov. Nizka 
vrednost PI (5,22E-19) kaže na visoko informativnost mikrosatelitnih markerjev. 
 
4.1.2 Analiza po genskih virih 
 
S programom GenAlEx 6.5 (Peakall in Smouse, 2012) smo določili parametre variabilnosti 
za vseh 9 lokusov pri posameznih genskih virih (preglednica 6). Povprečno število alelov 
na lokus se je pri genskih virih, ki so vsebovali po 8 rastlin (razen TP-41, ki ima le 7 
posameznikov), gibalo med 4,2 (TP-29) in 7,6 (TP-10). Povprečno število različnih alelov 
se je gibalo od 3,3 (TP-41) do 8,3 (TP-10). Efektivno število alelov se je gibalo od 2,5 (TP-
29) do 6,4 (TP-10). Vrednost dejanske heterozigotnosti je pri genskih virih zelo variabilna, 
od TP-41 z vrednostjo 0,291 do TP-10 z vrednostjo 0,767. Pričakovana heterozigotnost je 
pri TP-41 najnižja (0,515), najvišja pa pri TP-10 (0,831).  
 
Preglednica 6: Parametri variabilnosti pri genskih virih (N = povprečno število alelov na lokus, Na = 
povprečno število različnih alelov, Ne = povprečno število efektivnih alelov, Ho = dejanska heterozigotnost, 
He = pričakovana heterozigotnost, F = fiksacijski indeks) 
Genski vir N Na Ne Ho He F 
TP-01 6,2 6,3 4,9 0,41 0,723 0,39 
TP-03 7,4 7,0 5,4 0,513 0,739 0,34 
TP-05 6,6 6,9 5,5 0,491 0,795 0,39 
TP-07 5,9 6 4,7 0,411 0,744 0,47 
TP-08 6,2 5,6 4,3 0,416 0,715 0,47 
TP-09 6,6 6,9 5,5 0,595 0,725 0,17 
TP-10 7,6 8,3 6,4 0,767 0,831 0,08 
TP-13 5,9 4,9 3,5 0,483 0,546 0,14 
TP-22 6,8 7,0 5,0 0,542 0,739 0,32 
TP-27 6,7 6,3 4,8 0,514 0,713 0,28 
TP-28 6,0 6,8 5,7 0,532 0,721 0,27 
TP-29 4,2 3,6 2,5 0,361 0,467 0,25 
TP-31 6,9 5,2 3,4 0,496 0,673 0,28 
TP-32 6,9 6,6 5,5 0,581 0,784 0,27 
TP-33 7,1 6,1 4,9 0,462 0,769 0,42 
TP-36 5,9 5,9 4,8 0,665 0,762 0,13 
TP-41  5,3 3,3 2,7 0,291 0,515 0,47 
TP-Po 6,3 7,2 5,8 0,601 0,733 0,19 
TP-Zi 6,4 6,7 5,7 0,491 0,731 0,34 
 
Vzorci pojavljanja alelov so prikazani na sliki 14, ki prikazuje tudi število redkih alelov, ki 
so značilni za posamezne genske vire. Najvišja vrednost je opazna pri sorti 'Poljanka'. 
Zanimivo je, da sorti nista nič bolj homogeni kot posamezni genski viri iz SRGB. Prav 
tako lahko opazimo, da se pri genskih virih (npr. TP-29), ki imajo manjše povprečno 
število različnih alelov, pričakovana heterozigotnost zniža. Genski viri (npr. TP-10) z 
višjim številom različnih, pa imajo višjo pričakovano heterozigotnost. 
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Slika 14: Pojavljanje alelov pri genskih virih črne detelje 
 
Slika 15 ponazarja genetsko podobnost med genskimi viri iz SRGB. Opazimo lahko 4 
večje skupine, ki so si med seboj genetsko najbolj različne. V prvi skupini se pojavi TP-33, 
v drugi skupini se pojavi TP-27, v četrti skupini sta sorti 'Poljanka' in 'Živa' ter genski vir 
TP-31, v tretji skupini pa se pojavijo preostali genski viri. Genetsko oddaljenost TP-33 
lahko razložimo z geografsko lokacijo vzorčenja, saj seme izhaja iz Šalovcev, ki je 
geografsko najbolj oddaljen od preostalih lokacij. TP-27 smo z NJ-dendrogramom uvrstili 
v svojo skupino. Geografsko seme izhaja iz Babnega Polja. Vsi preostali genski viri pa se 
pojavijo v svoji skupini. Od teh sta si genetsko najbliže in od preostalih najbolj oddaljena 
TP-05 in TP-07, ki izhajata iz Trente in Vršiča. TP-36 in TP-41 izhajata iz Malije (Izola) 
oz. Nanosa. Genetsko sta si blizu tudi TP-08 in TP-09, ki izhajata iz Trnovskega gozda oz. 
Rudnega polja ter TP-01 iz Rožic in TP-10 iz Logatca. Naslednjo podskupino sestavljajo 
TP-28 in TP-32 iz Pregarj oz. Lužarjev ter TP-03 in TP-22 iz Predmeje oz. Kumrovega ter 
TP-13 in TP-29 iz Planine Krašca oz. Planine Duplje.  
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Slika 15: NJ-dendrogram genetske podobnosti med genskimi viri črne detelje 
 
Pri analizi glavnih koordinat (PCoA) geometrijske razdalje med posamezniki (rastlinami) 
odražajo genetske razdalje med njimi. Prve tri koordinate pojasnijo 16,63 % skupne 
variance (slika 16), prva koordinata pojasni 6,41 %, druga 5,74 % in tretja 4,48 %.  
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Slika 16: PcoA – analiza genskih virov  črne detelje 
 
Z analizo AMOVA v programu GenAlEx 6.5 (Peakall in Smouse, 2012) smo ocenili 
molekulsko varianco. Velik del raznolikosti (86,8 %) lahko pripišemo variabilnosti rastlin 
znotraj genskih virov, manjši delež (13,2 %) pa variabilnosti med genskimi viri.  
 
S klastrsko analizo na podlagi Bayesovega pristopa smo s programom Structure 2.3.4 
genskim virom določili genetsko pripadnost (sliki 17 in 18). Z metodo po Evannu (2005) 
smo s programom Structure Harvester (Earl in Von Holdt, 2011) določili število populacij. 
Največja ΔK je bila pri štirih skupinah. Pri TP-01, TP-08, TP-09, TP-10 in TP-32 
prevladuje rumena barva. Podobno lahko opazimo pri 'Poljanki', 'Živi' in TP-31, kjer 
prevladuje rdeča barva. Pri TP-13, TP-22, TP-28 in TP-29 prevladuje modra barva, pri TP-
41 in TP-36 pa zelena barva. Omenjenje skupine so prisotne tudi na NJ-dendrogramu, kar 
potrjuje medsebojno podobnost genetskih virov znotraj posamezne skupine. Ostali genski 
viri so bolj heterogeni, saj je bilo znotraj le-teh zastopanih več različnih barv.   
 
36 
Poklukar K. Genetska in morfološka raznolikost genskih virov … vsebnost izoflavonov pri izbranih virih 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017 
 
Slika 17: Prikaz genetske strukture posameznikov (rastlin) iz različnih genskih virov, pri katerih vertikalna 
črta predstavlja delež posameznika v 4 skupinah. 
 
Slika 18: Ocena aposteriorne verjetnosti (Q), da populacija pripada skupini – združeno po prevladujoči barvi. 
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4.2 MORFOLOŠKO VREDNOTENJE GENSKIH VIROV 
 
Morfološke parametre smo ovrednotili pri 18 genskih virih črne detelje iz SRGB in šestih 
sortah ('Poljanka', 'Živa', 'Rajah', 'Zoja', 'Start', 'Kvarta'). Pri vsakem genotipu smo 
vrednotili 14 rastlin (slika 19). V preglednici 7 so prikazani osnovni statistični parametri za 
8 številskih morfoloških znakov. Sorte imajo v primerjavi z genskimi viri iz SRGB večja 
stebla, so večje, imajo večje število internodijev, večji premer stebla ter večjo površino 
listov.  
 
 
Slika 19: Genski viri in sorte črne detelje v rastlinjaku Kmetijskega inštituta Slovenije 
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Preglednica 7: Celovit pregled statističnih parametrov številskih morfoloških znakov s pripadajočimi 
povprečji, minimumi, maksimumi, standardnim odklonom in koeficientom variacije 
Del 
rastline 
Morfološki znak Statistični parametri Vrednost 
List 
višina rastline pred 1. 
odkosom (cm) 
povprečje 14,5 
minimum 2,5 
maksimum 35,0 
standardni odklon 4,9 
koeficient variacije (%) 33,8 
dolžina sredinskega 
trolista (cm) 
povprečje 3,2 
minimum 0,6 
maksimum 5,1 
standardni odklon 0,8 
koeficient variacije (%) 25,9 
širina sredinskega 
trolista (cm) 
povprečje 2,3 
minimum 0,6 
maksimum 4,9 
standardni odklon 0,6 
koeficient variacije (%) 24,7 
površina lista pred 2. 
odkosom (cm
2
) 
povprečje 4,4 
minimum 1,0 
maksimum 13,4 
standardni odklon 2,1 
koeficient variacije (%) 48,5 
Steblo 
število stebel pred 2. 
odkosom 
povprečje 16,2 
minimum 1,0 
maksimum 53,0 
standardni odklon 7,4 
koeficient variacije (%) 45,6 
število internodijev 
pred 2. odkosom 
povprečje 5,8 
minimum 1,0 
maksimum 17,0 
standardni odklon 2,6 
koeficient variacije (%) 44,1 
dolžina najdaljšega 
stebla pred 1. 
odkosom (cm) 
povprečje 31,3 
minimum 7,4 
maksimum 65,2 
standardni odklon 12,6 
koeficient variacije (%) 40,3 
premer stebel pred 2. 
odkosom (mm) 
povprečje 2,2 
minimum 0,5 
maksimum 5 
standardni odklon 0,7 
koeficient variacije (%) 33,9 
 
Preglednica 8 prikazuje frekvence urejenih in binarnih faktorjev za morfološke znake pri 
18 genskih virih iz SRGB in pri 6 sortah. Najpogosteje se je pojavil polpokončen tip rasti 
(48,8 %) z vegetativnimi listi svetlo zelene barve (90,8 %), jajčaste oblike (67,6 %) in s 
srednjo izraženostjo listne pege (43,5 %). Največkrat smo ocenili srednjo gostoto dlačic na 
tretjem internodiju (45,8). Pepelasta plesen (Erysiphe polygoni) se je od marca do oktobra 
2016 pojavila na 44,3 % vseh rastlin. Pršice pa so se pojavile na 3,3 % vseh rastlin. 
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Preglednica 8: Frekvence urejenih in binarnih faktorjev za morfološke znake s pripadajočimi frekvencami 
Lastnost Fenotip Razred Delež fenotipa 
(%) 
Tip rasti pokončna (navpična)  rast 1 0,59 
polpokončna rast 3 48,8 
rast pod kotom 45° 5 34,8 
polležeča rast 7 14,3 
ležeča rast 9 1,5 
Intenziteta zelene 
barve lista 
svetlo zelena 3 90,8 
srednje zelena 5 9,2 
temno zelena 7 0,0 
Izraženost listne pege odsotnost ali zelo šibka 1 0,0 
Šibka 3 35,7 
Srednja 5 43,5 
Močna 7 19,9 
zelo močna 9 0,9 
Oblika lista Podaljšana 1 16,4 
Jajčasta 2 67,6 
Okrogla 3 16,1 
Gostota dlačic na 3. 
internodiju 
zelo malo 1 12,5 
Malo 3 24,7 
Srednje 5 45,8 
Veliko 7 11,0 
zelo veliko 9 5,1 
Pojav pršic se ne pojavi 0 96,7 
se pojavi 1 3,3 
Pojav pepelaste 
plesni 
se ne pojavi 0 55,7 
se pojavi 1 44,3 
 
V prvem letu je prešlo v generativno rast 15 genskih virov iz SRGB od 18 (83,3 %) in 5 
sort od 6 (83,3 %) črne detelje. Genski viri so začeli cveteti 16. junija 2016 in so cveteli do 
21. julija 2016. Genski viri TP-13, TP-03, TP-07, TP-29 in sorta 'Kvarta' v prvem letu niso 
cveteli. Rezultati ocenjevanj so prikazani v prilogi C. Pri dolžini stebel se je koeficient 
variacije pri genskih virih gibal od 10,4 % pri sorti 'Kvarta' do 39,1 % pri TP-36. Pri sorti 
'Poljanka' so bile vse rastline polpokončne rasti, glede na tip rasti pa se je najbolj 
razlikovala 'Rajah' s koeficientom variacije 40,7 %. Sorte so bile v povprečju višje kot 
genski viri. Najvišja je bila sorta 'Živa' s 46,1 cm, najnižja pa TP-30 z 18,7 cm. Najbolj 
variabilni genski vir glede na število stebel je bil TP-41 s povprečnim številom stebel 8,9 
in koeficientom variacije 57,0 %, najmanj pa TP-28 s povprečnim številom stebel 20,9 in s 
koeficientom variacije 27,7 %. Velika variabilnost za merjene morfološke znake je bila 
tudi pri številu internodijev (od 11,4 % do 128,6 %), pri dlakavosti stebla (od 22,5 % pri 
TP-32 do 75,0 % pri TP-05), pri premeru stebla (od 0 % pri TP-29 do 38,4 % pri TP-41), 
pri površini sredinskega trolista (od 0 % pri TP-29 do 40,1 % pri sorti 'Kvarta') ter za 
dolžino in širino listov. Posamezne rastline znotraj genskih virov pa so bile variabilne tudi 
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po izraženosti listne pege, pri obliki sredinskega trolista in barvi vegetativnih listov. Sorte 
so glede na morfološke lastnosti prav tako variabilne kot genski viri. 
 
S Pearsonovim korelacijskim koeficientom smo ocenili linearno povezanost številskih 
morfoloških znakov (preglednica 9). Visoke in popolne statistične povezanosti nismo 
zasledili. Srednjo statistično značilno povezanost smo izračunali pri dolžini stebla in 
dolžini lista, dolžini stebla in širini lista, številu internodijev in premeru stebla, premeru 
stebla in dolžini lista, dolžini lista in širini lista ter površini lista in širini lista.  
 
Preglednica 9: Ocena povezanosti 8 številskih morfoloških znakov s Pearsonovim korelacijskim 
koeficientom 
* statistično značilno pri p < 0,05 
 
Posamezne genske vire smo s programsko opremo R Studio razvrstili v dendrogram glede 
na stopnjo morfološke različnosti (slika 20). Razdalja med dvema genskima viroma, ki 
temelji na morfoloških lastnostih, je predstavljena z dolžino horizontalne črte, ki ju 
povezuje. Na dendrogramu se genski viri razdelijo v osem skupin. Skupine se med seboj na 
grobo ločijo glede na okuženost genskih virov s pepelasto plesnijo in odpornost na njo. Pri 
skupinah 1, 2, 5 in 7 se pepelasta plesen ne pojavi, pri preostalih skupinah pa se. V prvi 
skupini je TP-01 (Rožice), za katero je značilen tip rasti poganjkov pod kotom 45°. V drugi 
skupini so TP-31 (Seča) in sorti 'Zoja' ter 'Rajah'. Imajo večje površine listov, njihovo 
število internodijev pa se giblje med 6 in 7. Za vse tri genske vire so značilne višje rastline 
z daljšimi stebli. Tretjo skupino sestavljajo TP-41 (Izola), TP-30 (Pomjan) in TP-29 
(Planina Duplje). V četrti skupini so TP-33 (Šalovci), TP-03 (Predmeja), TP-27 (Babno 
Polje) in sorte 'Start', 'Poljanka' in 'Živa'. Sorte so višje od genskih virov iz SRGB in imajo 
večje liste. TP-18 iz Loškega Potoka se nahaja v svoji skupini in se od preostalih loči po 
najgostejši dlakavosti stebla. TP-36 ima najmočnejšo intenziteto listne pege. V zadnji 
skupini pa so sorta 'Kvarta' ter TP-13 (Planina Krašca), TP-08 (Trnovski gozd) in TP-09 
(Rudno polje), katerih izvorne lokacije so na nadmorski višini nad 1200 metrov. Genski 
viri v tej skupini v prvem letu niso cveteli ali pa so zacveteli zadnji. Vsi trije imajo 
razmeroma velike liste. 
 
  
Parametri Dolžina 
stebla 
Višina 
rastline 
Število 
stebel 
Število 
internodijev 
Premer 
stebla 
Površina 
lista 
Dolžina 
lista 
Širina 
lista 
Dolžina stebla 1 * - * * - * * 
Višina rastline 0,39 1 * - * * * * 
Število steblov 0,03 0,12 1 - * * - - 
Število 
internodijev 
0,14 0,08 0,06 1 * - * * 
Premer stebla 0,33 0,21 –0,14 0,42 1 * * * 
Površina lista 0,06 0,12 –0,24 -0,01 0,37 1 * * 
Dolžina lista 0,48 0,37 0,08 0,21 0,42 0,29 1 * 
Širina lista 0,40 0,29 –0,05 0,20 0,38 0,41 0,47 1 
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Slika 20: Dendrogram genskih virov, razvrščenih glede na morfološko različnost 
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4.3 VSEBNOST IZOFLAVONOV PRI ČRNI DETELJI 
 
4.3.1 Validacija metode 
 
Vsebnost izoflavonov pri črni detelji smo merili v 8 različnih dneh. Vsak dan smo za vsak 
standard pripravili novo linearno ali polinomsko umeritveno krivuljo. Korelacijski 
koeficient (R
2) je bil pri vseh umeritvenih krivuljah večji od 0,98. Primer umeritvene 
krivulje je prikazan na sliki 21. 
 
 
Slika 21: Določanje linearnosti krivulje za prunetin 
 
Pri metodi HPLC-MS/MS za kvantifikacijo vsebnosti izoflavonov v črni detelji smo 
določili izkoristke ekstrakcije za vsak standard. Z izkoristkom smo določili točnost analize, 
njegov standardni odklon pa predstavlja natančnost analiz (preglednica 12). Izkoristki so 
bili izvedeni v različnih dnevih. Najnižji povprečni izkoristek smo dobili pri 
formononetinu (66,0 % ± 16,9 %), najvišjega pa pri genistinu (103,7 % ± 20,4 %). 
Standardni odklon predstavlja obnovljivost analize. Čeprav so izkoristki za formononetin 
precej nizki, so za naše analize sprejemljivi. Pri daidzeinu je meja kvantifikacije pri 0,049 
µg/ml, pri genisteinu, prunetinu, daidzinu, ononinu in genistinu je LOQ pri 0,05 µg/ml, pri 
biohaninu A pri 0,001 µg/ml in pri formononetinu pri 0,0004 µg/ml. V analizo je bil 
vključen tudi glicitin, katerega koncentracije so bile v vseh vzorcih pod mejo 
kvantifikacije.   
y = 60260x + 545,85 
R² = 0,9998 
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Preglednica 10: Izkoristki daidzina, daidzeina, genistina, genisteina, ononina, formononetina, biohanina A in 
prunetina 
Izoflavon Izkoristek 
1 (%) 
Izkoristek 
2 (%) 
Izkoristek 
3 (%) 
Izkoristek 
4 (%) 
Izkoristek 
5 (%) 
Povprečje Standardni 
odklon (sd) 
Daidzin 76,0 107,0 91,1 82,5 80,7 87,5 12,2 
Daidzein 88,8 92,0 98,9 77,1 86,0 88,6 8,0 
Genistin 100,8 132,2 115,2 87,2 82,9 103,7 20,4 
Genistein 87,5 98,7 117,6 78,6 93,1 95,1 14,6 
Ononin 65,9 64,6 76,3 82,9 58,7 69,7 9,7 
Formononetin 64,7 40,2 69,9 93,02 62,1 66,0 16,9 
Biohanin A 80,7 114,3 103,3 52,5 53,2 80,8 28,2 
Prunetin 84,4 86,2 88,9 63,4 62,9 77,2 12,9 
 
4.3.2 Vpeljava metode vzorčenja in ekstrakcije  
 
Na vsebnost in profil izoflavonov vpliva način priprave vzorca na ekstrakcijo. Isti vzorec 
črne detelje smo posušili na pet različnih načinov. Največjo skupno vsebnost izoflavonov 
smo dobili pri 20 minutnem sušenju pri 105 °C in 65 °C nadaljnjih 5 ur (4887 µg/g SS) 
(slika 22). Največ je bilo formononetina (2523 µg/g SS) in biohanina A (1846 µg/g SS). 
Koncentracija glicitina je bila pod mejo kvantifikacije. Pri sušenju pri 100 °C za 5 ur smo 
izmerili skupno 2596 µg/g izoflavonov SS. Prevladoval je formononetin (1053 µg/g SS), 
sledila sta mu biohanin A (734 µg/g SS) in ononin (646 µg/g SS), ki pa ga je bilo skoraj še 
enkrat več kot pri sušenju na 105 °C za 20 minut in 65 °C za 5 ur. Najmanj izoflavonov 
smo detektirali s sušenjem pri 100 °C za 5 ur. Največ je bilo ononina, in sicer 423 µg/g SS 
(priloga D). 
 
 
Slika 22: Povprečne vsebnosti izoflavonov s standardnimi odkloni v µg/g suhe snovi črne detelje pri različnih 
načinih sušenja (p > 0,05) 
 
Učinkovitost ekstrakcije izoflavonov smo preverili s 70 %, 80 % in 90 % metanolom 
(preglednica 10). Uporaba različnih koncentracij topila ima minimalen vpliv na 
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učinkovitost ekstrakcije in na profil izoflavonov, zato smo se za nadaljnje analize odločili, 
da bomo za ekstrakcijo uporabili 70 % metanol.  
 
Preglednica 11: Vsebnost izoflavonov v µg/g suhe snovi črne detelje pri ekstrakciji s 70 %, 80 % in 90 % 
metanolom (pri daidzeinu je LOQ pod 0,0485 µg/ml, pri biohaninu A pod 0,001 µg/ml, pri formononetinu 
pod 0,0004 µg/ml in pri genisteinu, prunetinu, daidzinu,ononinu in genistinu pod 0,05 µg/ml) 
µg/g SS Daidzein 
 
Genistein 
 
Prunetin 
 
Daidzin 
 
Ononin 
 
Genistin 
 
Formononetin 
 
Biohanin A 
70 % 
metanol 
<LOQ <LOQ 143,48 <LOQ 888,08 48,92 475,60 77,30 
80 % 
metanol 
<LOQ <LOQ 141,52 <LOQ 959,53 62,91 477,58 91,42 
90 % 
metanol 
<LOQ <LOQ 142,23 <LOQ 1034,16 79,20 492,54 89,16 
 
Preverili smo še, ali čas sonifikacije vpliva na učinkovitost ekstrakcije (preglednica 11). 
Vzorce smo sonificirali pri 40 Hz 1 uro oz. 2 uri. Ugotovili smo, da čas ekstrakcije ne 
vpliva bistveno na profil in vsebnost izoflavonov, zato smo pri preostalih analizah vzorce 
sonificirali 1 uro. 
 
Preglednica 12: Vsebnost izoflavonov v µg/g SS črne detelje pri enourni in dvoruni sonifikaciji (Pri 
daidzeinu je LOQ pod 0,0485 µg/ml, pri biohaninu A pod 0,001 µg/ml, pri formononetinu pod 0,0004 µg/ml 
in pri genisteinu, prunetinu, daidzinu,ononinu in genistinu pod 0,05 µg/ml l) 
µg/g 
SS 
Daidzein Genistein Prunetin Daidzin Ononin Genistin Formononetin Biohanin 
A 
1 h <LOQ <LOQ 102,0 <LOQ 736,5 <LOQ 400,0 368,4 
2 h <LOQ <LOQ 102,7 <LOQ 800,1 <LOQ 398,1 378,3 
  
Optimizirali smo količino zatehte sušene in zmlete črne detelje, da bi preverili homogenost 
vzorca za kvantifikacijo vsebnosti izoflavonov. Zatehtali smo 10 mg vzorca v 1 ml topila 
in 100 mg sušene in zmlete črne detelje v 10 ml topila (slika 23). Med različnima 
količinama sušene in zmlete črne detelje pri vseh devetih izoflavonih ni statistično značilne 
razlike, zato smo zaradi lažjega mletja in ekstrakcije uporabili zatehto 10 mg v 1 ml 70 % 
metanola.  
 
45 
Poklukar K. Genetska in morfološka raznolikost genskih virov … vsebnost izoflavonov pri izbranih virih 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017 
 
Slika 23: Povprečna vsebnost izoflavonov s standardnim odklonom v µg/g SS pri zatehti 100 mg v 10 ml  
70 % metanola in 10 mg v 1 ml 70 % metanola pri črni detelji (p > 0,05) 
 
4.3.3 Vsebnost izoflavonov pri posameznih fazah rasti 
 
Pri sorti 'Poljanka' smo spremljali vsebnost izoflavonov po posameznih fazah rasti. 
Rastline smo vzorčili pred 3. odkosom v vegetativni fazi rasti, med cvetenjem in po 
cvetenju. Spremljali smo vsebnost daidzeina, daidzina, genisteina, genistina, ononina, 
prunetina, biohanina A in formononetina (priloga E). Koncentracije glicitina so bile pri 
vseh analiziranih vzorcih pod mejo kvantifikacije, zato smo ga pri analizi izločili. Med 
posameznimi rastlinami znotraj sorte 'Poljanka' je bila vsebnost vseh izoflavonov zelo 
variabilna. Najmanjša skupna vsebnost vseh merjenih izoflavonov je bila v vegetativni fazi 
rasti (951,21 ± 154,99 µg/g SS), prav tako tudi najmanjša variabilnost med posameznimi 
rastlinami (16,3 %). V fenofazi med cvetenjem je bila povprečna skupna vsebnosti 
izoflavonov 1155,19 ± 437,01 µg/g SS s koeficientom variacije 37,8 %. Največji 
koeficient variacije pa je bil v fenofazi po cvetenju (81,4 %), povprečna vrednost 
izoflavonov pa je bila 1116,23 ± 908,77 µg/g SS.  
 
V vegetativni fenofazi je bilo največ formononetina (363,61 ± 98,29 µg/g SS), sledil mu je 
ononin (312,38 ± 91,95 µg/g SS), biohanin A (242,49 ± 120,98 µg/g SS), genistin (26,33 ± 
7,60 µg/g SS) in daidzin (<5,50 µg/g SS). V fenofazi med cvetenjem je prevladoval ononin 
s kar 766,65 ± 296,22 µg/g SS, sledil mu je formononetin s 120,88 ± 63,38 µg/g SS in 
biohanin A s 124,59 ± 72,64 µg/g SS. Vsebnost genistina (25,98 ± 15,93 µg/g SS) in 
daidzina (29,74 ± 17,41 µg/g SS) se je povečala. V fenofazi po cvetenju je prevladoval 
formononetin s 503,55 ± 500,73 µg/g SS, sledil mu je biohanin A s 365,02 ± 352,66 µg/g 
SS. Ononina je bilo v fenofazi po cvetenju 216,28 ± 85,53 µg/g SS. (slika 24). 
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Slika 24: Vsebnost izoflavonov v posameznih fazah rasti v µg/g SS 
 
4.3.4 Vsebnost genisteina, prunetina in ononina pri genskih virih 
 
Pri genskih virih in sortah smo oblikovali dve skupini ter preverili vsebnost genisteina, 
prunetina in ononina (preglednica 13). Opazimo lahko, da je pri vseh genskih virih 
vsebnost genisteina v sledovih ali pod mejo detekcije. TP-36 ima v vegetativni fazi rasti 
vsebnost prunetina pod mejo detekcije. Pri TP-09 je prunetina največ, in sicer 62,19 ± 
10,28 µg/g SS. Ononina je najmanj pri TP-29 (70,56 ± 1,50 µg/g SS), največ pa pri TP-10 
(941,36 ± 124,11 µg/g SS). Koeficienti variacije se pri genskih skupinah precej razlikujejo. 
Pri genisteinu se koeficient variacije giblje od 3,1 do 42,8 %, pri prunetinu od 0,1 do 45,1 
% in pri ononinu od 0,7 do 42,0 %. 
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Preglednica 13: Povprečna vsebnost s standardnim odklonom za genistein, prunetin in ononin v vegetativni 
fazi rasti v µg/g SS pri posameznih genskih virih in koeficient variacije (LOQ pri daidzeinu je pod 0,0485 
µg/ml, pri biohaninu A pod 0,001 µg/ml, pri formononetinu pod 0,0004 µg/ml in pri genisteinu, prunetinu, 
daidzinu,ononinu in genistinu pod 0,05 µg/ml) 
Genski viri Genistein Prunetin Ononin 
 (µg/g) SS KV (%) (µg/g) SS KV (%) (µg/g) SS KV (%) 
TP-01 <LOQ 
 
40,50 ± 0,16 0,4 279,46 ± 57,47 20,6 
TP-03 5,90 ±0,62 10,5 55,83 ± 1,70 3 581,26 ± 3,91 0,7 
TP-05 <LOQ 
 
39,46 ± 0,02 0,1 359,14 ± 5,73 1,6 
TP-07 <LOQ 
 
50,92 ± 3,66 7,2 493,15 ± 8,76 1,8 
TP-08 <LOQ 
 
58,14 ± 25,76 44,3 555,88 ± 158,93 28,6 
TP-09 8,40 ± 3,60 42,8 62,19 ± 10,28 16,5 353,05 ± 24,80 7 
TP-10 <LOQ 
 
21,09 ± 3,25 15,4 941,36 ± 124,11 13,2 
TP-13 <LOQ 
 
46,97 ± 4,46 9,5 390,55 ± 42,36 10,8 
TP-18 13,13 ± 0,40 3,1 16,57 ± 4,34 26,2 347,70 ± 39,20 11,3 
TP-27 <LOQ 
 
38,18 ± 12,83 33,6 375,69 ± 151,97 40,5 
TP-28 <LOQ 
 
32,86 ± 10,10 30,7 577,58 ± 10,27 1,8 
TP-29 <LOQ 
 
46,70 ± 13,85 29,7 70,56 ± 1,50 2,1 
TP-30 <LOQ 
 
12,10 ± 5,45 45,1 688,58 ± 66,80 9,7 
TP-31 <LOQ 
 
12,70 ± 0,86 6,8 540,53 ± 89,53 16,6 
TP-32 <LOQ 
 
20,60 ± 6,71 32,5 606,16 ± 89,00 14,7 
TP-33 <LOQ 
 
8,26 ± 1,88 22,7 743,59 ± 312,20 42 
TP-36 7,04 ± 2,52 35,9 <LOQ 
 
364,85 ± 133,94 36,7 
TP-41 8,37 ±1,16 13,9 8,06 ± 1,17 14,5 543,15 ± 21,92 4 
TP-Kv 8,37 ± 2,37 28,3 8,39 ± 0,11 1,4 649,36 ± 63,40 9,8 
TP-Zi <LOQ 
 
5,38 ± 0,31 5,7 447,19 ± 87,46 19,6 
TP-Ra <LOQ 
 
7,83 ± 0,45 5,7 844,44 ± 97,62 11,6 
TP-St <LOQ 
 
6,97 ± 2,10 30,2 553,42 ± 78,23 14,1 
TP-Zo 6,64 ± 1,38 20,8 <LOQ 
 
585,99 ± 111,77 19,1 
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5 RAZPRAVA  
 
Raznolik genetski material je ključen za uspešno žlahtnjenje rastlin. S poznavanjem 
genetske raznolikosti lahko odkrijemo dragocene genotipe za žlahtnjenje. Zaradi 
zmanjševanja pridelovalnih površin, intenzivnega kmetovanja ali onesnaževanja, se 
genetska raznolikost črne detelje zmanjšuje (Ivančič, 2002). Posledično so genski viri bolj 
občutljivi na okoljske spremembe in biotski stres. Prav zato rastlinske genske banke 
zbirajo, hranijo in vzdržujejo lokalne populacije oziroma genske vire ter s tem preprečujejo 
izgubo pomembnih genotipov. Namen magistrskega dela je bila ocena genetske, 
morfološke in biokemične raznolikosti črne detelje, ki jo hrani SRGB na Kmetijskem 
inštitutu Slovenije.  
 
Črna detelja je bogat vir izoflavonov, katerih profil in vsebnost sta odvisna od genetskih 
faktorjev, biotskega in abiotskega stresa, okoljskih dejavnikov, načina priprave 
rastlinskega materiala za ekstrakcijo in faze rasti v kateri jo požanjemo ter samega načina 
ekstrakcije. Previsoka vsebnost izoflavonov v zeleni krmi lahko povzroči reproduktivne 
težave goveda in drobnice (Adams, 1995). V farmacevtiki in nutricistiki pa je zaželen 
konstanten profil izoflavonov, saj imajo različni izoflavoni različno biodostopnost. Z 
tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti sklopljeno z masno spektrometrijo (HPLC-
MS/MS) lahko z dovolj natančno občutljivostjo določimo vsebnost in profil izoflavonov. 
Informacije o vsebnosti izoflavonov bodo uporabne v žlahtnjenju. 
 
Z mikrosatelitnimi molekulskimi markerji je zaradi njihove kodominantne narave in visoke 
stopnje mutacij možno odkrivati več polimorfizomov na ravni vrst. To se je izkazalo tudi v 
našem primeru, saj smo z mikrosatelitnimi markerji odkrili večjo genetsko raznolikost kot 
v predhodnih študijah z markerji RAPD (Ulloa in sod., 2003) in markerji AFLP (Kölliker 
in sod., 2003). Z 9 mikrosatelitnimi markerji smo ocenili genetsko raznolikost 19 genskih 
virov iz SRGB. Skupno smo določili 266 različnih alelov, število alelov na lokus se je 
gibalo od 10 do 45. Vrednosti PIC so se za vse markerje gibale od 0,779 (RCS3095) do 
0,959 (TPSSR50), kar dokazuje dobro informativnost uporabljenih lokusov. Podobne 
vrednosti PIC so dobili tudi Dias in sod. (2008). Gibale so se od 0,67 (RCS1868) do 0,85 
(RCS0033). Pri študijah, ki so jih izvedli Dugar in Popov (2013) ter Dias in sod. (2008), so 
bile povprečne pričakovane heterozigotnosti nekoliko manjše zaradi same narave populacij 
in uporabe drugačnega nabora lokusov. Pri vseh lokusih je bila pričakovana 
heterozigotnost višja kot dejanska heterozigotnost, kar kaže na primanjkljaj heterozigotov 
v preučevanih genskih virih. Možen razlog za presežek homozigotov je lahko prisotnost 
ničelnih alelov, kar potrjujejo tudi frekvence ničelnih alelov in fiksacijski indeksi. Visoko 
vrednost pričakovane heterozigotnosti lahko pojasnimo s tujeprašno naravo črne detelje in 
z velikim številom alelov s podobnimi frekvencami. Pri TP-10 je bila pričakovana 
heterozigotnost najvišja, prav tako pa je bilo število alelov in število različnih alelov na 
genski vir najvišje. Genski viri z nižjo pričakovano heterozigotnostjo imajo manjše število 
alelov z neenakomerno razporejenimi frekvencami (npr. TP-29). Presenetljivo je, da sorti 
'Poljanka' in 'Živa' nista nič bolj homogeni kot genski viri iz SRGB. Podobno ugotavljajo 
tudi Dias in sod. (2008), saj so pri sorti odkrili večjo genetsko raznolikost kot pri divjih 
sorodnikih in populaciji neznanega tipa. 
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Z analizo AMOVA smo največji delež variabilnosti pripisali posameznim rastlinam znotraj 
genskih virov (86,8 %). Samo 13,2 % variabilnost lahko pripišemo raznolikosti med 
genskimi viri. Dias in sod. (2008) so z mikrosatelitnimi markerji pri sortah, divjih 
sorodnikih in krajevnih populacijah odkrili 83,6 % znotrajpopulacijsko raznolikost, Dugar 
in Popov (2013) pa poročata o 68,5 % znotrajpopulacijski raznolikosti. Tudi z drugimi 
markerskimi sistemi, kot so markerji RAPD in AFLP, je največji delež raznolikosti pri črni 
detelji znotraj populacij (Ulloa in sod., 2003; Greene in sod., 2004; Kölliker in sod. 2006). 
Meglič in sod. (2013) so z analizo AMOVA in s faktorsko korespondenčno analizo 
največjo diferenciacijo med vsemi možnimi primerjavami populacij določili pri tistih 
genskih virih, ki so se razhajali glede na nadmorsko višino izvornih lokacij.  
 
Z analizo glavnih koordinat (PCoA) smo v dvodimenzionalnem prostoru pokazali genetske 
razdalje med rastlinami. Skupno lahko pojasnimo 16,63 % skupne variance. Genetsko 
podobnost med populacijami smo ponazorili z NJ-dendrogramom. Genski viri so se 
razdelili v 4 genetsko oddaljene skupine. Genski vir, ki izhaja iz Šalovcev, je geografsko 
najbolj oddaljena od preostalih, prav tako je genetsko najbolj različna. Populacija TP-27 
izhaja iz Babnega Polja in je prav tako v svoji skupini. V svojo skupino sta se razvrstili 
tudi sorti 'Poljanka' in 'Živa' ter TP-31 iz Seče, ki so si genetsko najbolj podobni. Preostale 
populacije sestavljajo zadnjo skupino. Geografsko in genetsko sta si iz te skupine najbolj 
blizu TP-05 iz Trente in TP-07 z Vršiča. Pri preostalih genskih virih ni povezave med 
geografsko razdaljo in genetsko podobnostjo. Genski viri, ki so si med seboj genetsko 
podobni, izhajajo iz geografsko različno oddaljenih lokacij, kar nakazuje na uspešen pretok 
genov. Podobne rezultate so dobili Greene in sod. (2004), saj niso našli značilne povezave 
med geografsko oddaljenostjo in genetsko ter morfološko razdaljo divjih sorodnikov črne 
detelje iz kavkaških gora, določeno z markerji RAPD. Na višje ležečih rastiščih, kjer je 
pretok genov omejen, se je razvila drugačna genetska raznolikost, kot na rastiščih, kjer je 
pretok genov učinkovitejši.  
 
S pomočjo programa Structure 2.3.4 smo populacije razvrstili v 4 genetske skupine. Z 
oceno aposteriorne verjetnosti, smo TP-31 in sorto 'Poljanka' uvrstili v isto skupino kot s 
klastrsko analizo, narejeno z NJ-dendrogramom. Z Bayesovo klastrsko analizo smo v 
določeni meri potrdili opažanja z NJ-dendrograma. Gupta in sod. (2016) so pri 48 rastlinah 
iz ameriške rastlinske genske banke ugotovili, da prevladuje veliko mešanih genotipov, kar 
lahko pripišemo tujeprašni naravi črne detelje. S klastrsko analizo v programu Structure 
2.3.4 Dias in sod. (2008) ter Gupta in sod. (2016) ugotavljajo, da med geografsko lokacijo 
in genetsko razdaljo ni nobene povezave. V našem primeru je sorta 'Poljanka' glede na 
Bayesov klastrski pristop po genetski pripadnosti posameznikov (rastlin) skupinam manj 
heterogena kot sorta 'Živa'.  
 
V našem poskusu smo preučevali morfološke parametre pri 18 genskih virih iz SRGB in 6 
sortah. Poskus je bil izveden v rastlinjaku v nadzorovanih razmerah in ne v naravnem 
okolju, kar lahko vpliva na samo morfologijo. Pri vseh 15 preučevanih morfoloških znakih, 
smo ugotovili veliko morfološko variabilnost. Največja variabilnost je bila pri površini 
srednjega trolista na najvišjem steblu pred drugim odkosom, najmanjša variabilnost pa je 
bila pri širini sredinskega trolista. Največkrat so se pojavile rastline s polpokončno rastjo s 
svetlo zelenimi listi jajčaste oblike in srednje izraženo listno pego ter s srednjo gostoto 
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dlačic na 3. internodiju. Za vse preučevane morfološke znake smo določili veliko 
znotrajpopulacijsko variabilnost. Za nekatere morfološke znake je največja variabilnosti pri 
sortah, za druge lastnosti pa pri genskih virih iz SRGB. Podobno je v svoji študiji ugotovil 
Čop (2012), ki je preučeval rastni tip, višino rastline, izraženost listne pege in napadenost s 
pepelasto plesnijo črne detelje. Sorte so bile v povprečju višje od genskih virov, prav tako 
pa so bile bolj homogeni. Variabilnost v tipu rasti je večja pri genskih virih iz SRGB kot 
pri sortah. V naši študiji so bile rastline po rastnem tipu pri sorti 'Poljanka' homogene, pri 
sorti 'Živa' pa manj (KV = 17 %). Sorte, z izjemo sorte 'Kvarta', so bile v povprečju visoke, 
s polpokončnim tipom rasti, povprečno so imele okrog 7 internodijev, imele so največji 
premer stebla, največje površine sredinskega lista in srednje izraženo listno pego. Podobne 
lastnosti so imeli tudi nekateri genski viri. Dias in sod. (2008) so analizirali 58 populacij, 
pri katerih so potrdili veliko variabilnost za vse preučevane morfološke lastnosti. 
Ugotavljajo, da rastline z večjimi listi kasneje cvetijo. Največjo površino listov so v naši 
študiji imele sorte, ki so zacvetele med prvimi, razen sorte 'Kvarta', ki je imela največjo 
površino listov in v prvem letu ni zacvetela. Med genskimi viri sta najhitreje zacveteli TP-
01 iz Rožic in TP-31 iz Seče. V generativno fazo pa v prvem letu niso prešli TP-03 iz 
Predmeje, TP-07 z Vršiča, TP13 s Planine Krašca in TP-29 s Planine Duplje. Skupno vsem 
tem genskim virom je, da izvirajo iz lokacij na nadmorski višini nad 900 metrov. TP-08 in 
TP-09 prav tako izvirata z nadmorske višine nad 1200 metrov in sta zacvetela najkasneje 
(21. 7. 2016). Tucak in sod. (2009) so pri 30 genskih virih v poljskem poskusu preučevali 
količino zelene mase, višino rastline, količino suhe mase, preživelost in čas cvetenja. Za 
vse lastnosti so potrdili veliko raznolikost, saj se je koeficient variabilnosti gibal med 20,8 
in 58,6 %.  
 
Posamezne genske vire in sorte smo glede na morfološko različnost razvrstili v 
dendrogram. Vsako populacijo je sestavljalo po 14 rastlin. Oblikovalo se je 8 skupin, 
znotraj katerih so si genski viri med seboj najbolj podobne. Skupine so se med seboj 
ločevale glede na okuženost s pepelasto plesnijo, glede na intenziteto listne pege, površino 
listov, višino, tip rasti in dlakavost stebla. Ker morfološko in genetsko vrednotenje ni bilo 
narejeno na istih rastlinah in ker je variabilnost znotraj genskih virov zelo velika, korelacija 
med genetiko in morfologijo z genetskimi in morfološkimi razdaljami ni možna. Vseeno 
pa lahko s primerjavo morfološkega in mikrosatelitnega dendrograma med posameznimi 
genskimi viri opazimo morfološko in genetsko podobnost. Med vsemi genskimi viri sta si 
morfološko najbolj podobni 'Poljanka' in 'Živa', ki sta si najbolj podobni tudi genetsko. 
Morfološko so si podobne tudi sorta 'Kvarta' in TP-08, TP-09 in TP-13, ki izhajajo iz 
visokogorja. Genska vira TP-08 in TP-09 sta si tudi genetsko najbolj podobna. Podobno 
ujemanje morfološke in genetske podobnosti lahko opazimo tudi pri TP-05 in TP-07 ter pri 
TP-28 in TP-32. Rezultati morfološkega in genetskega vrednotenja raznolikosti se med 
seboj razlikujejo zaradi prilagoditvenih lastnosti rastline na okolje, prav tako pa so 
nekatere lastnosti posledica izražanja več genov (Greene in sod., 2004). K razhajanju pa 
prispeva tudi dejstvo, da se lokusi, ki opredeljujejo posamezne morfološke znake, 
najverjetneje nahajajo v drugih regijah genoma, kot je to v primeru mikrosatelitnih 
markerjev. 
 
Črna detelja je pomemben vir sekundarnih metabolitov – izoflavonov. S HPLC-MS/MS 
smo določili vsebnost izoflavonov v genskih virih iz SRGB in izbranih sortah. Ker visoke 
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vsebnosti izoflavonov pri sortah, ki jih uporabljamo za krmo, lahko povzročijo 
reproduktivne težave prežvekovalcev (Adams, 1995), mora žlahtnjenje potekati v smeri 
čim manjše vsebnosti rastlinskih fitoestrogenov. Za potrebo farmacije so zaželene sorte s 
čim večjo vsebnostjo izoflavonov, še posebej formononetina in biohanina A. V 
magistrskem delu smo določali vsebnost genisteina, genistina, daidzeina, daidzina, 
ononina, prunetina, formononetina, glicitina in biohanina A pri sorti 'Poljanka' ter vsebnost 
genisteina, ononina in prunetina pri genskih virih iz SRGB.  
 
Uspešno smo vpeljali metodo za detekcijo in kvantifikacijo izoflavonov pri črni detelji. Pri 
validaciji metode z HPLC-MS/MS smo določili izkoristke za vsak standard. Pri 
formononetinu je bil v območju od 5 do 10 µg/ml izkoristek najnižji (66,0 % ± 16,9 %), pri 
daidzinu je bil 87,5 % ± 12,2 %, pri daidzeinu 88,6 % ± 8,0 %, pri genisteinu 95,1 % ± 
14,6 %, pri ononinu 69,7 % ± 9,7 %, pri biohaninu A 80,8 % ± 28,2 %, pri prunetinu 77,2 
% ± 25,8 % in pri genistinu 103,7 % ± 20,4 %. Pri Gikas in sod. (2008) je bil povprečni 
izkoristek pri koncentraciji 2 µg/ml za daidzein 97 % ± 3,5 %, za genistein 91 % ± 4,4 %, 
za formononetin 76 % ± 3,5 % in za biohanin A 84 % ± 6,3 %. Za naše potrebe so bili naši 
izkoristki zadovoljivi.  
 
Na profil in vsebnost izmerjenih izoflavonov močno vpliva način priprave vzorca po žetvi, 
ekstrakcija in rokovanje z rastlinskim materialom pred ekstrakcijo (Swinny in Ryan, 2005; 
Tsao in sod., 2006; Rostagno in sod., 2009). Preverili smo, kako način sušenja vzorca 
vpliva na profil in vsebnost izoflavonov. Različne načine sušenja smo preizkusili na eni 
rastlini sorte 'Poljanka', z namenom, da na vsebnost izoflavonov ne bi vplivali genetski 
dejavniki ter abiotski ali biotski stres. Preizkusili smo še 5-urno in 11-urno sušenje, da bi 
preverili, ali čas sušenja vpliva na sam profil izoflavonov. Sušili smo še 5 ur pri 60 °C in 
vzorce zamrznili v tekočem dušiku ter jih kasneje liofilizirali 24 ur pri 24 °C in vakuumu 
pri 0,22 bara. Pri žetvi smo pazili, da so se vzorci hitro prenesli v sušilnik. Največjo 
skupno vsebnost izoflavonov pri sorti 'Poljanka' smo dobili s sušenjem pri 105 °C za 20 
minut in nadaljnjih 5 urah pri 65 °C (4,9 mg/g SS). Pri tem načinu sušenja smo dobili 
največjo vsebnost aglikonov – formononetina (2,5 mg/g SS), ki mu je sledil biohanin A 
(1,8 mg/g SS). Pri sušenju na 60 °C za 5 ur smo dobili najmanjšo skupno vsebnost. 
Najverjetneje je do razgradnje izoflavonov prišlo zaradi delovanja encima β-glukozidaze, 
saj ima encim optimum delovanja od 45–50 °C (Matsuura in sod., 1989). Pri sušenju na 
100 °C za 11 ur je prevladovala vsebnost ononina, ki pa je glukozid formononetina. 
Predvidevamo, da zaradi previsoke temperature ni prišlo do pretvorbe glukozidov v 
aglikone. Prav tako lahko opazimo, da čas sušenja vpliva na skupno vsebnost izoflavonov. 
Večjo vsebnost in drugačen profil izoflavonov smo dobili pri 5-urnem sušenju. Pri 
liofilizaciji vzorca je prevladoval formononetin. Swinny in Ryan (2005) ugotavljata, da 
liofilizacija inhibira pretvorbo glukozidov v aglikone, Tsao in sod. (2006) pa so, tako kot v 
naši študiji, največjo vsebnost aglikonov zaznali po liofilizaciji. Pojasnjujejo, da čeprav so 
glukozidi precej stabilni, se že takoj pri poškodbi rastlinskega tkiva aktivira encim β-
glukozidaza, zato je pomembno, kako se ravna z deteljo takoj po žetvi. Prisotnost proste 
vode ali poškodovano sveže tkivo povzročita večjo vsebnost zaznanih aglikonov. Swinny 
in Ryan (2006) sta dobila najmanjšo vsebnosti izoflavonov, če so črno deteljo sušili na 
zraku od 12 do 24 ur. V našem primeru smo se odločili za sušenje pri 105 °C za 20 minut 
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in nadaljnjem sušenju pri 65 °C za 5 ur, saj smo pri tem načinu zaznali največjo vsebnost 
izbranih izoflavonov.  
 
Pri ekstrakciji smo preverili, kako vplivajo različne koncentracije topila – metanola ter 
različni časi sonifikacije na učinkovitost ekstrakcije. Ker ni bilo bistvene razlike pri 
vsebnosti ali pri profilu izoflavonov, smo se odločili za ekstrakcijo s 70 % metanolom in 
enourno sonifikacijo. Preverili smo še homogenost našega vzorca pri različnih zatehtah. 
Ker med 10 mg v 1 ml 70 % metanola in 100 mg v 10 ml 70 % metanola ni bilo statistično 
značilne razlike, smo zaradi lažjega dela uporabili zatehto 10 mg v 1 ml 70 % metanola. 
 
Številni avtorji poročajo, da se po posameznih fazah rasti vsebnost izoflavonov spreminja. 
Največjo skupno vsebnost izoflavonov smo izmerili v fenofazi med cvetenjem (1,2 ± 0,4 
mg/g SS), v fenofazi po cvetenju pa 1,1 ± 0,9 mg/g SS. Formononetina je bilo v povprečju 
največ ob koncu cvetenja, najmanj pa ga je bilo med cvetenjem. V tej fenofazi je bilo 
največ ononina, ki je glukozid formonontetina. V fenofazi med cvetenjem se je pojavila 
pepelasta plesen, kar lahko vpliva na variabilnost izoflavonov med rastlinami sorte 
'Poljanka' ter na višjo koncentracijo. Na nižjo vsebnost izoflavonov pa so lahko vplivali 
tudi različni rastni pogoji, svetloba, dostopnost hranil, starost rastlin ter način vzorčenja in 
ekstrakcije. Tsao in sod. (2006) so pri primerjavi skupne vsebnosti merjenih izoflavonov 
pred cvetenjem in v pozni fazi cvetenja ugotovili, da je največ izoflavonov v listih in da se 
njihova vsebnost v listih v pozni fazi cvetenja poveča za 30 %. Formononetin in biohanin 
A predstavljata od 79 do 85 % celotnih izoflavonov. Sivesind in Seguin (2005) sta v 
vegetativni fazi rasti v listih in steblu pri sortah 'Start' in 'Azur' izmerila največjo vsebnost 
biohanina A in formononetina. Pred cvetenjem je vsebnost formononetina pričela padati, 
še posebej v steblih. Ugotavljata, da na sam profil izoflavonov vpliva tudi sorta. Pri sorti 
'Start' sta izmerila najnižjo vsebnost izoflavonov (8,9 mg/g SS). Gikas in sod. (2008) so 
največjo vsebnost genisteina, formononetina, daidzeina in biohanina A določili v 
vegetativni fazi rasti (12,8 mg/g SS). V tej fazi rasti je bila vsebnost formononetina in 
biohanina A največja.  
 
Med rastlinami znotraj sorte 'Poljanka' se pojavlja zelo velika variabilnost, kar je posledica 
velike genetske raznolikosti pri črni detelji. Papadopoulos in sod. (2006) so pri črni detelji 
preučevali, da lahko raznolikost formononetina in biohanina A v 50 % pripišemo 
genetskim dejavnikom. Avtorji predlagajo, da žlahnjenje poteka pri rastlinah, ki imajo 
največje oziroma najmanjše vsebnosti formononetina.  
 
Pri vseh ostalih genskih virih (skupaj 23) smo v vegetativni fazi rasti določili vsebnost 
genisteina, prunetina in ononina. Za vegetativno fazo rasti smo se odločili zaradi najkrajše 
kultivacijske dobe in največje vsebnosti izoflavonov (Gikas in sod., 2008). Tudi tu lahko 
opazimo veliko variabilnost med genskimi viri. Največ ononina je v vegetativni fazi rasti 
vsebovala TP-10 (941,4 ± 124,1 μg/g SS), zato bi bila primerna za žlahtnjenje za 
potencialno uporabo v farmacevtiki. Najmanj izoflavonov je vsebovala TP-29 (70,56 ± 
1,50 μg/g SS), kar pa je potencialna lastnost za krmo. Genskim virom iz SRGB bi bilo 
treba določiti še vsebnost preostalih izoflavonov. S tem bi lahko natančneje določili, kateri 
genski vir ima potencial za žlahtnjenje sort z nižjimi ali z višjimi vsebnostmi izoflavonov. 
Ramos in sod. (2012) so genskim virom iz ameriške rastlinske genske banke USDA 
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določili vsebnost formononetina, biohanina A, daidzeina in genisteina z namenom 
določitve primernega genskega vira za nadaljnje žlahtnjenje sort z visoko in nizko 
vsebnostjo izoflavonov. Ugotavljajo, da imajo rastline, ki so odporne proti škodljivcem, 
večjo vsebnost izoflavonov, saj je selekcija potekala v smeri fitoaleksinov, ki rastlino 
ščitijo. Sorta 'Kvarta' je tetraploidna. Po vsebnosti genisteina, prunetina in ononina se ne 
razlikuje od ostalih genskih virov. Podobno ugotavljajo tudi Tsao in sod. (2006), saj med 
diploidnimi in tetraploidnimi sortami niso odkrili statistično značilnih razlik. V njihovi 
študiji je sorta 'Kvarta' v fenofazi tik pred cvetenjem vsebovala 610 μg/g SS genisteina in 
360 μg/g SS prunetina. Mi pa smo v vegetatativni fenofazi določili 8 μg/g SS genisteina in 
prunetina. Razlogi za takšne razlike so lahko v vzorčenju rastlin v različni fazi rasti, 
različni pripravi vzorca na ekstrakcijo po žetvi in različnih pogojih rasti v rastlinjaku.  
 
Vsebnost izoflavonov je pri črni detelji odvisna od okoljskih pogojev, biotskega in 
abiotskega stresa, genetskega izvora, fenofaze, dela rastline ter priprave vzorcev črne 
detelje po žetvi in analize. Črna detelja je genetsko zelo variabilna rastlinska vrsta, zato je 
med posameznimi rastlinami znotraj genskih virov ogromna raznolikost pri vsebnosti in pri 
profilu izoflavonov. 
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6 SKLEPI 
 
 Z  analizo mikrosatelitov in izračunom AMOVE smo potrdili, da znotraj genskih 
virov obstaja velika genetska raznolikost. Genetska diferenciacija med genskimi 
viri iz SRGB je, kot je pokazala AMOVA, manj izrazita, saj zaradi tujeprašne 
narave črne detelje poteka učinkovit pretok genov.  
 Z ocenjevanjem 8 številskih spremenljivk, 5 urejenih in 2 binarnih faktorjev za 
morfološke znake, smo potrdili veliko raznolikost znotraj genskih virov.  
 Rezultati morfološkega in genetskega vrednotenja raznolikosti s primerjavo 
morfološkega in genetskega dendrograma, se razlikujejo. 
 'Poljanka' in 'Živa' sta si genetsko in morfološko podobni. 
 Uspešno smo vpeljali metodo tekočinske kromatografije visoke ločljivosti 
sklopljene z masno spektrometrijo za kvantifikacijo izbranih izoflavonov. 
 Pri optimizaciji načina priprave vzorcev črne detelje na ekstrakcijo smo ugotovili, 
da na vsebnost in profil izoflavonov vpliva ravnanje z rastlino takoj po žetvi. Pri 
ekstrakciji koncentracija topila – metanola in čas sonifikacije nista imela statistično 
značilnega vpliva na učinkovitost. Pri različnih zatehtah na volumen topila smo 
dokazali homogenost vzorca.  
 Potrdili smo, da se med posameznimi fazami rasti črne detelje vsebnost in profil 
izoflavonov spreminjajo. Največjo skupno vsebnost devetih izoflavonov pri sorti 
'Poljanka' smo izmerili v fenofazi med cvetenjem.  
 Med posameznimi genskimi viri se v vegetativni fazi rasti vsebnosti in profil 
genisteina, prunetina in ononina razlikujejo. 
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7 POVZETEK 
 
Ocenili smo raznolikost genskih virov črne detelje, ki jih hranijo v Slovenski rastlinski 
genski banki na Kmetijskem inštitutu Slovenije in izbranih sort, ter vpeljali metodo 
tekočinske kromatografije visoke ločljivosti sklopljene z masno spektrometrijo za 
kvantifikacijo vsebnosti izoflavonov v izbranih genskih virih črne detelje.  
 
Mikrosatelitne molekulske markerje smo najprej analizirali po lokusih. Zaradi velikega 
števila alelov z enakomernimi frekvencami, smo določili visoko informacijsko vrednost 
polimorfizma (0,909) in visoko pričakovano heterozigotnost (0,915). Ugotovili smo, da 
obstaja možnost prisotnosti ničelnih alelov. Nato smo določili parametre variabilnosti po 
posameznih genskih virih, kjer se sorti 'Poljanka' in 'Živa' nista izkazali za nič bolj 
homogeni kot genski viri iz SRGB. Z NJ-dendrogramom smo prikazali genetsko različnost 
med genskimi viri iz SRGB. Ugotovili smo, da je genski vir iz Šalovcev, ki je geografsko 
najbolj oddaljena lokacija, genetsko najmanj podoben preostalim genskim virom, saj se je 
zaradi geografske oddaljenosti in omejenega pretoka genov razvila drugačna raznolikost. Z 
analizo AMOVA smo potrdili, da je največji delež raznolikosti znotraj genskih virov 
(86,8 %), manjši delež pa lahko pripišemo raznolikosti med genskimi viri (13,2 %). Z 
Bayesovo klastrsko analizo smo glede podobnosti genskih virov potrdili ugotovitve z NJ-
dendrograma. 
  
Genske vire in sorte smo v prvem letu rasti ocenili 8 številskih, 5 urejenih in 2 binarna 
morfološka parametra. Za vse morfološke znake smo izračunali povprečne vrednosti in 
določili pripadajoče frekvence. Najpogostejši je bil fenotip s pol-pokončnim tipom rasti, 
vegetativnimi listi svetlo zelene barve jajčaste oblike, s srednjo izraženostjo listne pege in 
srednjo gostoto dlačic na tretjem internodiju. Sorte so imele v povprečju večje liste, večje 
število stebel in več internodijev kot genski viri iz SRGB. Znotraj posameznih genskih 
virov smo določili veliko variabilnost pri vseh merjenih in ocenjevanih morfoloških 
lastnostih. Genske vire iz SRGB in sorte smo razvrstili v dendrogram glede na morfološko 
raznolikost merjenih znakov. Genski viri iz SRGB so se glede na okuženost s pepelasto 
plesnijo, intenziteto listne pege, dlakavost stebla, rastni tip, višino rastline in površino 
listov razvrstili v 8 skupin. Pri primerjavi dendrogramov, narejenih na osnovi morfoloških 
in genetskih podatkov smo našli podobnost med sortama 'Poljanka' in 'Živa'. 
 
Uspešno smo vpeljali metodo tekočinske kromatografije visoke ločljivosti, sklopljene z 
masno spektrometrijo za kvantifikacijo izoflavonov pri črni detelji. S preizkušanjem 
različnih temperatur in časov sušenja rastlinskega materiala po žetvi smo ugotovili, da 
način obdelave vzorca zaradi aktivnosti encima β-glukozidaza vpliva na profil in vsebnost 
izoflavonov. Optimizirali smo različne koncentracije topila pri ekstrakciji izoflavonov, 
preizkusili, kako različen čas sonifikacije vpliva na učinkovitost ekstrakcije, ter preverili 
homogenost vzorca pri manjših zatehtah vzorca. Največjo vsebnost izoflavonov pri sorti 
'Poljanka' smo ugotovili v fenofazi med cvetenjem, vendar je treba upoštevati, da se je pri 
tej fazi rasti pojavila pepelasta plesen črne detelje, kar ima lahko velik vpliv na povečanje 
vsebnosti izoflavonov. Med posameznimi rastlinami znotraj sorte 'Poljanka' se je pojavila 
velika raznolikost v vsebnosti izoflavonov. Skupna vsebnost izoflavonov je bila v naši 
študiji precej nižja kot v drugih primerljivih študijah. Pri vseh genskih virih smo v 
vegetativni fazi rasti določili vsebnost genisteina, prunetina in ononina. Ugotovili smo, da 
se med posameznimi genskimi viri vsebnost izoflavonov razlikuje. 
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PRILOGA A 
 
Raztopine, uporabljene pri genetskih analizah 
 
TE raztopina: 
 
 10 ml 1 M Tris-HCl, (pH=8) (Sigma-Aldrich, ZDA) 
 2 ml 0,5 M EDTA, (pH=8) (Sigma-Aldrich, ZDA) 
 988 ml dH2O 
 
TBE (5x) raztopina 
 54 g Tris baze (Sigma-Aldrich, ZDA) 
 27,5 g borove kisline (Sigma-Aldrich, ZDA) 
 20 ml 0,5 M EDTA, pH = 8 (Sigma-Aldrich, ZDA) 
 dodamo dH2O do končnega volumna (1 L) 
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PRILOGA B 
 
Dolžina alelov (bp) devetih mikrosatelitnih lokusov in frekvence posameznih alelov (v 
oklepaju) 
 
Lokus Dolžine alelov (bp) 
TPSSR09 124 (0,036), 126 (0,040), 130 (0,004), 134 (0,024), 136 (0,052), 138 (0,032), 140 (0,097), 
142 (0,065), 144 (0,036), 146 (0,036), 148 (0,012), 150 (0,032), 152 (0,040), 154 (0,048), 
156 (0,065), 158 (0,085), 160 (0,044), 162 (0,056), 164 (0,020), 166 (0,028), 168 (0,024), 
170 (0,008), 172 (0,004), 174 (0,012), 176 (0,012),  178 (0,012), 180 (0,032), 182 (0,008), 
184 (0,020), 194 (0,004), 196 (0,004), 232 (0,004) 
RCS3095 216 (0,143), 220 (0,013), 224 (0,326), 228 (0,129), 232 (0,165), 236 (0,152), 240 (0,058), 
242 (0,004), 244 (0,004), 252 (0,004) 
RCS1868 108 (0,007), 162 (0,018), 165 (0,026), 168 (0,004), 171 (0,040), 174 (0,270), 177 (0,172), 
180 (0,069), 183 (0,113), 186 (0,109), 189 (0,055), 192 (0,015), 195 (0,004), 207 (0,099) 
TPSSR23 164 (0,007), 166 (0,100), 168 (0,114), 170 (0,050), 172 (0,082), 174 (0,011), 176 (0,004), 
178 (0,046), 180 (0,125), 182 (0,029), 184 (0,061), 186 (0,018), 190 (0,011), 192 (0,018), 
194 (0,018), 196 (0,007), 198 (0,014), 200 (0,004), 202 (0,011), 204 (0,007), 206 (0,043), 
208 (0,043), 210 (0,021), 212 (0,004), 214 (0,021), 216 (0,018), 218 (0,007), 220 (0,014), 
222 (0,021), 224 (0,011), 226 (0,005), 228 (0,031), 232 (0,010), 234 (0,005), 240 (0,036), 
254 (0,005), 262 (0,010), 276 (0,094), 280 (0,052) 
RCS0033 144 (0,005), 153 (0,031), 156 (0,010), 159 (0,005), 165 (0,036), 171 (0,005), 177 (0,010), 
180 (0,094), 183 (0,052), 186 (0,078), 189 (0,052), 192 (0,016), 195 (0,042), 198 (0,042), 
201 (0,109), 204 (0,109), 207 (0,078), 210 (0,031), 213 (0,021), 216 (0,010), 219 (0,031), 
222 (0,010), 225 (0,005), 228 (0,021), 231 (0,042), 234 (0,031), 237 (0,005), 246 (0,010), 
267 (0,005) 
RCS0793 132 (0,003), 147 (0,038), 158 (0,003), 186 (0,007), 189 (0,007), 192 (0,003), 198 (0,144), 
201 (0,027), 204 (0,065), 207 (0,099), 210 (0,048), 213 (0,041), 216 (0,027), 219 (0,243), 
222 (0,096), 225 (0,034), 228 (0,021), 231 (0,010), 246 (0,003), 249 (0,014), 252 (0,010), 
258 (0,048), 261 (0,003), 267 (0,003) 
TPSSR16 117 (0,065), 131 (0,004), 155 (0,004), 159 (0,012), 175 (0,004), 179 (0,004), 181 (0,004), 
183 (0,020), 185 (0,008), 187 (0,008), 189 (0,053), 191 (0,081), 195 (0,004), 197 (0,004), 
201 (0,045), 203 (0,028), 205 (0,008), 207 (0,004), 209 (0,004), 211 (0,085), 213 (0,008), 
215 (0,024), 217 (0,016), 219 (0,004), 221 (0,045), 223 (0,053), 225 (0,037), 227 (0,006), 
229 (0,038), 231 (0,013), 233 (0,044), 235 (0,006), 237 (0,038), 239 (0,019), 241 (0,044), 
243 (0,006), 245 (0,056), 247 (0,038), 249 (0,044), 251 (0,063), 253 (0,063), 255 (0,050), 
257 (0,013), 259 (0,025), 261 (0,025) 
TPSSR26 142 (0,006), 164 (0,038), 166 (0,013), 168 (0,044), 172 (0,006), 174 (0,038), 178 (0,019), 
180 (0,044), 182 (0,006), 184 (0,056), 186 (0,038), 188 (0,044), 190 (0,063), 192 (0,063), 
194 (0,050), 196 (0,038), 198 (0,025), 204 (0,004), 206 (0,004), 208 (0,038), 210 (0,042), 
212 (0,012), 214 (0,012), 216 (0,019), 220 (0,073), 222 (0,073), 224 (0,042), 226 (0,065), 
230 (0,031), 234 (0,035), 236 (0,015), 238 (0,015), 240 (0,008), 244 (0,058), 246 (0,023) 
TPSSR50 163 (0,004), 167 (0,004), 173 (0,038), 181 (0,042), 183 (0,012), 185 (0,012), 187 (0,019), 
189 (0,004), 191 (0,073), 193 (0,042), 195 (0,065), 197 (0,031), 199 (0,035), 201 (0,015), 
203 (0,015), 205 (0,008), 207 (0,058), 209 (0,023), 211 (0,023), 213 (0,019), 215 (0,046), 
217 (0,031), 219 (0,046), 221 (0,046), 223 (0,023), 225 (0,038), 227 (0,038), 229 (0,042), 
231 (0,031), 233 (0,031), 235 (0,050), 237 (0,008), 239 (0,004), 241 (0,004), 245 (0,004), 
247 (0,008), 255 (0,004), 257 (0,004) 
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PRILOGA C 
 
Rezultati ocenjevanj in meritev morfoloških parametrov: dolžina stebla, tip rasti, višina rastlin, število stebel, barva lista in število 
internodijev za posamezne genske vire črne detelje. Podana so povprečja, standardni odklon (SD) in koeficient variacije (KV). 
 
 Dolžina stebla (cm) Tip rasti Višina rastline (cm) Število stebel Barva lista Število internodijev 
genski vir povprečje Sd KV 
(%) 
povprečje sd KV 
(%) 
povprečje sd KV 
(%) 
povprečje sd KV 
(%) 
povprečje sd KV 
(%) 
povprečje sd KV 
(%) 
TP-01 29,7 6,1 20,7 3,9 1,5 39,2 15,6 3,2 20,7 14,4 7,1 49,7 4 1 25,9 4,6 1,1 23,8 
TP-03 19,5 4,4 22,6 5,1 1,5 28,4 13,1 3,5 26,7 13,4 5,5 41,4 3 0 0 7,1 4,3 60,4 
TP-05 40,2 10,2 25,5 4,3 1,3 29,6 14,1 2,7 19,3 15,9 7 44,3 3 0 0 6,1 1,4 22 
TP-07 21 4 19,1 4,3 1,3 29,6 14,1 2,7 19,3 15,9 7 44,3 3,1 0,5 17 4,7 3,2 67,3 
TP-08 20,6 6,4 31,1 5,6 1,7 29,6 14,2 3,6 25,6 16,1 7,1 44,4 3 0 0 6,8 3,1 45,9 
TP-09 17,5 2 11,4 4,7 1,5 32,7 11,7 2,5 21,2 16,7 8,4 50 3 0 0 7,4 2,6 35,6 
TP-10 33,4 7,5 22,6 3,7 1 26,8 12,7 3,5 27,2 14,8 7,1 47,7 3,4 0,9 24,8 5,6 1,1 19,6 
TP-13 20,2 4 19,9 5,3 1,3 25,1 14,9 3,5 23,5 15,1 6,6 43,7 3,4 0,9 24,8 6,4 2,8 43,9 
TP-18 26,9 9,8 36,6 3,9 1,5 39,2 13,1 3,4 26,2 16,4 7 43 3,6 0,9 26,3 7,6 2,8 36,1 
TP-27 41,1 12,4 30,1 5,6 1,5 26,1 15,3 4,5 29,7 21,5 6,6 30,7 3 0 0 6,4 1,5 22,6 
TP-28 36,7 5,5 14,9 4,1 1,5 36,5 15,4 3,1 20,1 20,9 5,8 27,7 3 0 0 4,7 1,7 35,4 
TP-29 13,2 2,9 21,6 4,9 1,7 34,1 10,6 4,4 41,3 15,6 5,7 36,6 3 0 0 2 2,6 128,6 
TP-30 33,4 7,1 21,4 5,1 2 38,8 15,8 3 18,7 24,3 7,6 31,4 3 0 0 5,5 1,7 30,9 
TP-31 38,1 9,6 25,4 3,7 1 26,8 12,7 3,5 27,2 14,8 7,1 47,7 4,9 0,5 11 6,7 1,1 17 
TP-32 34,5 5,8 16,7 4,1 1 24,8 17,3 5,8 33,8 18,5 7,7 41,9 3 0 0 3,6 2 54,5 
TP-33 44,1 9,6 21,8 4,7 1,5 32,7 18 5,9 32,7 19,9 6,3 31,6 3 0 0 4,7 1,7 36,7 
TP-36 21 8,2 39,1 6,1 1,9 30,5 11,3 3,8 33,9 24,3 10,7 44,1 3 0 0 7,9 1,2 15,7 
TP-41 28 10,2 36,6 3,1 0,5 17 10,6 4,2 39,6 8,9 5,1 57 3 0 0 5,2 1,8 35,4 
TP-Kv 26,7 2,8 10,4 4,7 1,7 36,7 13,9 3,9 27,9 16 6,9 43,2 3 0 0 2,7 2,5 91,9 
TP-Po 40,3 13 32,3 3 0 0 16,9 6,4 38,1 14,2 5,6 39,6 3 0 0 6,4 1,6 25,9 
TP-Zi 41,3 11,8 28,5 3,1 0,5 17 17,7 8,1 46,1 13,6 4,9 36,1 3 0 0 6,9 1,5 21,5 
TP-Ra 32,5 9,2 28,3 3,6 1,5 40,7 16,2 7 42,8 14 4,3 30,9 3 0 0 6,7 1,3 19,7 
TP-St 42,4 13,7 32,2 4,4 1,2 27,6 14,6 5,6 38,5 13,8 4,1 29,7 3 0 0 6,9 2,4 35,2 
TP-Zo 48,5 11,7 24,2 3,1 0,5 17 18,7 4,6 24,9 10 3,6 36,2 3 0 0 7,5 0,9 11,4 
se nadaljuje … 
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 Rezultati ocenjevanj in meritev morfoloških parametrov: premer stebla, površina lista, gostota dlačic, oblika lista, dolžina lista in širina 
lista za posamezne genske vire črne detelje. Podana so povprečja, standardni odklon (sd) in koeficient variacije (KV). 
 
 Premer stebla (cm) Površina lista (cm2) Dlakavost stebla Oblika lista Dolžina lista (cm) Širina lista (cm) 
genski vir povprečje Sd KV 
(%) 
povprečje sd KV 
(%) 
povprečje Sd KV 
(%) 
povprečje sd KV 
(%) 
povprečje sd KV 
(%) 
povprečje sd KV 
(%) 
TP-01 2,1 0,6 28,2 3,7 1,8 48 2,7 1,5 56,8 2,1 0,5 24,9 3,2 0,4 12,7 2,1 0,2 11 
TP-03 1,9 0,7 36,5 4,2 1,2 28,7 4,3 1,5 34,8 1,9 0,7 37,9 3,1 0,6 20,2 2,2 0,4 19,4 
TP-05 2 0,6 27,7 3,1 1 32,5 2,9 2,1 75 1,9 0,7 35,7 3,4 0,5 16 2,1 0,2 10,2 
TP-07 1,7 0,6 34,3 3,5 1,3 36,4 4,3 1 23,2 1,9 0,6 31,9 2,6 0,6 21,4 1,9 0,3 13,4 
TP-08 2,1 0,6 31,2 3,6 0,9 24,8 5,7 2,2 37,9 2,4 0,5 21,1 2,7 0,7 24,9 1,9 0,4 19,9 
TP-09 2,1 0,5 24,9 3,3 0,6 18,1 5 1,8 35,1 2,1 0,5 24,9 2,8 0,3 12,1 2 0,3 12,8 
TP-10 2,3 0,5 20,5 3,1 1,5 48,1 2,9 1,7 58 1,8 0,6 32,4 3,3 0,7 20,5 2,1 0,4 17,7 
TP-13 1,9 0,5 26,8 4,3 1,1 24,6 3,7 1,5 40,1 2,1 0,5 24,9 3 0,5 16,8 2,1 0,3 15,1 
TP-18 2,2 0,6 26,4 3,5 1,4 41 6,7 1,5 22,9 2 0,6 27,7 3,1 0,8 25,6 2 0,3 17,4 
TP-27 2,2 0,4 17,6 3,4 0,9 27,5 4 1,5 38 1,8 0,7 39,2 3,4 0,4 12 2,1 0,2 11,4 
TP-28 2 0,4 20,9 4,8 1,4 29,4 3,7 1,3 34,1 1,9 0,5 24,6 3,4 0,4 10,9 2,2 0,2 9,3 
TP-29 1 0 0 2,2 0,7 32,7 5,3 1,1 20,2 2 0,6 27,7 1,4 0,3 19,8 1,9 0,4 23,7 
TP-30 2 0,5 23,3 3,6 1,1 31,9 5,6 2,4 43,2 2,1 0,7 30,9 3,5 0,6 15,8 2,4 0,2 8,6 
TP-31 2,4 0,4 17,8 4,1 1,9 47 4,1 1,3 31,2 2,1 0,3 12,9 4,1 0,6 14,5 2,4 0,2 7,8 
TP-32 2,1 0,4 21 3,4 1,1 32,6 5,8 1,3 22,5 1,9 0,5 24,6 3,3 0,6 18,3 2,1 0,2 11,1 
TP-33 2 0,4 21,1 3,1 0,7 23,5 1,3 0,7 56,5 1,8 0,6 32,4 3,6 0,5 13,1 2,2 0,2 8,9 
TP-36 1,7 0,5 29,6 3,4 0,9 27,5 5,9 2,2 37,2 1,8 0,6 32,4 3,2 0,5 16,4 2 0,3 13 
TP-41 2,3 0,9 38,4 5,3 1,9 36,1 5,3 1,7 32,7 2,1 0,6 29,7 2,4 1,2 49,2 1,7 0,6 38,8 
TP-Kv 1,9 0,7 40,1 8,6 3 34,2 6,1 1,7 27,7 2,1 0,5 22,9 3,4 0,6 18,2 2,5 0,6 23 
TP-Po 3,2 0,5 14,6 6,1 2,1 33,9 3,9 1,5 39,2 1,9 0,5 28,8 3,9 0,6 16,3 2,6 0,4 17 
TP-Zi 3,2 0,4 13,2 5,6 2,2 38,8 4,3 1 23,2 1,9 0,4 19,6 3,9 0,4 9,5 2,6 0,3 10,7 
TP-Ra 3,3 1 30,3 8 1,9 23,6 4,8 1,5 31,3 2,4 0,6 26,9 4,2 0,4 10,5 3,1 0,4 12,1 
TP-St 2,6 0,7 26,3 5,8 1,5 26,2 4,2 1,9 45,4 1,9 0,5 24,6 2,4 0,3 11 3,7 0,7 19,4 
TP-Zo 2,8 0,4 14,9 6,4 1,5 23,7 3,9 1,5 39,2 2,1 0,7 35,2 4,1 0,6 13,7 2,9 0,3 11,2 
se nadaljuje 
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Rezultati ocenjevanj in meritev izraženosti morfoloških parametrov: listna pega, prisotnost 
pepelaste plesni, pojav pršic in datum cvetenja genskega vira. Podana so povprečja, 
standardni odklon (sd) in koeficient variacije (KV). 
 
 Izraženost listne pege Prisotnost 
pepelaste 
plesni 
Pojav 
pršic 
Datum 
cvetenja 
genskega 
vira 
genski 
vir 
povprečje sd KV 
(%) 
   
TP-01 5,3 1,3 25,1 0 0 4.07.2016 
TP-03 5,6 1,5 26,1 0 0 Ni 
TP-05 3,9 1 26,6 1 0 28.06.2016 
TP-07 4,7 1,3 28,1 1 0 Ni 
TP-08 5,7 1,5 26,1 1 0 21.07.2016 
TP-09 4,4 1,5 32,8 1 0 21.07.2016 
TP-10 4,6 1,4 30,6 1 0 28.06.2016 
TP-13 5,3 1,5 29,1 1 0 Ni 
TP-18 3,3 0,7 22,1 1 0 11.07.2016 
TP-27 3,7 1 26,8 0 0 22.06.2016 
TP-28 5,4 1,4 25,8 1 0 22.06.2016 
TP-29 4,7 1,3 28,1 0 0 Ni 
TP-30 3,7 1 26,8 0 0 28.06.2016 
TP-31 3,6 1,2 34,2 0 0 4.07.2016 
TP-32 5,6 1,2 21,9 1 0 16.06.2016 
TP-33 4,4 1,5 32,8 0 0 28.06.2016 
TP-36 6,6 1,9 29,7 1 0 11.07.2016 
TP-41 3,6 0,9 26,3 0 0 18.07.2016 
TP-Kv 5,6 1,8 32,8 1 0 Ni 
TP-Po 5,1 0,9 18,5 0 0 4.07.2016 
TP-Zi 4,3 1,3 29,6 0 0 4.07.2016 
TP-Ra 4,7 0,7 15,4 0 0 4.07.2016 
TP-St 4,1 1 24,8 0 0 4.07.2016 
TP-Zo 5,4 1,6 29,5 0 0 4.07.2016 
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PRILOGA D 
 
Vsebnost izoflavonov pri različnih načinih sušenja v µg/g suhe snovi pri sorti 'Poljanka' 
 
  Daidzein Genistein Prunetin Daidzin Ononin Genistin Formononetin Biohanin A Skupno 
Liofilizacija (24 h) 13,8 7,0 LOQ 54,5 233,2 44,7 1064,1 928,8 2360,9 
Sušenje 105 °C (20 min), 65 °C (5 h) 30,5 20,3 91,7 21,4 333,6 20,6 2522,8 1845,8 4886,8 
Sušenje 100 °C (5 h) 21,4 8,2 25,6 69,6 645,8 38,7 1052,7 734,3 2596,3 
Sušenje 60 °C (5 h) 13,7 4,1 18,8 70,3 422,8 42,5 336,3 221,4 1129,8 
Sušenje 100 °C (11 h) 17,9 5,9 18,3 70,5 942,7 45,5 553,4 366,9 2021,0 
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PRILOGA E 
 
Vsebnost izoflavonov (μg/g SS) v različnih fazah rasti pri sorti 'Poljanka' 
 
  Daidzein Genistein  Prunetin  Daidzin  Ononin  Genistin Formononetin Biohanin A Skupno 
Fenofaza  μg/g suhe 
snovi 
 μg/g suhe 
snovi 
 μg/g suhe 
snovi 
 μg/g suhe 
snovi 
 μg/g suhe snovi  μg/g suhe snovi  μg/g suhe snovi  μg/g suhe snovi  μg/g suhe snovi 
Vegetativna 
faza rasti 
LOQ <5,4 5,19 ± 1,09 <5,50 312,38 ± 91,95 26,33 ± 7,60 363,61 ± 98,29 242,49 ± 120,98 951,21 ± 154,99 
Med 
cvetenjem 
8,40 ± 3,87 8,26 ± 3,40 6,47 ± 2,84 29,74 ± 17,41  766,65 ± 296,22 25,98 ± 15,93 287,1 ± 215,00 124,59 ± 72,64 1155,19 ± 437,01 
Po cvetenju 8,87 ± 3,85 6,56 ± 1,88 9,41 ± 6,54 48,90 ± 11,53 216,28 ± 85,53 30,65 ± 12,58 503,55 ± 500,73 365,02 ± 352,66 1116,23 ± 908,77 
 
